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緒論
動物は体内に侵入してきた細菌、ウイルス、異種タンパク質等の異
物(抗原)に応答して、血液中に免疫タンパク質(抗体)を産生、蓄
積し生体を防御する。すなわち、抗体は対応する抗原を特異的に認識
し、結合する事により抗原の感染力や毒性を消去しようとする作用を
有する。この抗体を介しての抗原消去作用は動物に備えられた最も重
要な生体防御機能の一つで液性免疫として知られる。
抗体は1mm u no glo bulins (Igs)と呼ばれる一群の糖タンパク質で、魚
類以上の動物の体液(血液、唾液、鼻腔液、乳汁等)および卵中に存
在する 1)。晴乳類の抗体は、構造および機能により五つのクラス
(IgG， IgM， IgA， IgD， IgE) に分類される。血液中に合まれる抗体の
約75%が IgGで、これが各クラスの抗体の基本構造である。一方、鳥
類(鶏)の血液には、晴乳類の IgG，IgMおよび IgAに相当する抗体
がそれぞれ血清 1mlあたり 5.0mg， 1.25 mgおよび 0.61mg存在す
る2)。これらの抗体は鶏卵中にも見いだされ、卵白には IgMおよび
IgAがそれぞれ 1mlあたり約 0.2mg， 0.7 mg合まれるが、 IgGは卵黄
にのみ特異的に存在し、その濃度は 1mlあたり約 10mgである 3)。鶏
卵中の抗体は親鶏が獲得免疫を子孫に伝えるための移行抗体である。
卵の勝化後、卵黄中のIgGは雛の血液中に、また、卵白中の IgAと
IgMは雛の腸管内に移行し、雛の初期感染防御に重要な役割を果たし
ている 4)。これは鳥類等の卵性動物に特徴的な母子免疫機能である。
すなわち、胎性動物の日甫乳類が胎盤や母乳を介して抗体を子孫に伝え
るのと同様に鳥類では親鶏の獲得免疫が卵を介して子孫に伝えられる。
鶏卵の移行抗体は 1893年 Klempererにより発見された 5)。その後、
1960年代までに、細菌、ウイルス、蛋白質等の抗原が産卵鶏に免疫さ
畑町
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匝れ、対応する特異的抗体の卵黄中へ移行、蓄積が確認された 6- 8 ) 
卵黄中の IgGは晴乳類 IgGと比較し、蛋白化学的および免疫化学的性
質が若干異なること、また卵黄 (Yolk) に存在する抗体であることか
ら、特に IgY(Immunoglobulin Yolk) と呼ばれている 9) 
IgYと晴乳類 IgGの蛋白化学的性質の相異については、現在までに
次のような報告がある。まず、 IgYの分子量は晴乳類 IgGのそれより
大きい 10 )。 最近、 IgY遺伝子のクローニングが行われ IgYの heavy
鎖定常領域は 4個のドメイン(晴乳類 IgGは 3個)から構成され、そ
の構造は晴乳類 IgGよりもむしろ IgMや 19Eを構成するイムノグロ
プリン分子に類似することが示された 11)q また、 IgYの等電点は晴乳
類IgGと比較して pH単位で約 1低い 12) 。その他、抗体の免疫化学
的性質の比較では、 IgYは晴乳類の補体を活性化しない、またH甫乳類
細胞の Fcレセプターに対する結合能が弱いといわれている 13)。さら
に、 IgYは晴乳類IgGと異なりプロテインA1 4.)やヒトのリュウマチ因
子 15 )にも結合しない。最近、著者らはIgYと家兎 IgGの分子構造の
差異について比較研究を行い、 IgY定常領域のベーターシート合量は
IgGより少ないこと、 IgYヒンジ領域のフレキシピリティーは IgGよ
りも低いこと 16 )、また、 IgYのアスパラギン結合型糖鎖の中 27.1% 
のものが糖鎖末端にグ、ルコース基を有し、この構造は晴乳類 IgGに存
在しないユニークな糖鎖構造であることを明らかにした 17 )。
動物の免疫機能を巧みに利用すれば、特定の抗原を認識し結合する
抗体(特異的抗体)を血液中に量産することができる。現在、こうし
て得られる特異的抗体は研究試薬および臨床検査薬分野において抗原
物質の特異的検出や定量に利用されている。また、医療分野において
は、体内に侵入した毒素の中和(抗血清療法)や感染症の予防(ワク
置
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チン療法)に応用されている。従来、特異的抗体(ポリクローナル)
はウサギ、ヤギ、モルモット等の晴乳類小動物を免疫し、その血液よ
りIgGとして調製されてきた。しかし、鶏の移行抗体を利用すれば産
卵鶏を免疫し、それが産生する卵の卵黄から特異的抗体(IgY) を得
ることが可能で従来のIgGの代替となる。特異的抗体を卵黄から調製
する方法は、 1 )免疫動物を致死させる採血操作が不必要、 2 )鶏は
大量飼育が容易、 3)卵黄中には IgYのみが存在し、その精製が比較
的簡単等の利点がある。また、産卵鶏に対しては鶏病予防を目的とし
たワクチネーション法が既に確立されており、多数の産卵鶏に対する
免疫操作が簡単に行える。一般的に云って、鶏は年間約 250個の卵を
産み、その鶏卵 1個から約 100mgの IgYを精製分離できる 1.8 )。これ
らのことから、産卵鶏を用いる特異的抗体の生産法は、晴乳類小動物
を用いる方法と比較し特異的抗体の大量調製に適していると云える。
また、鶏卵は、我々人類が有史以前から食としての経験を有し、その
卵黄から大量の特異的抗体が得られることから、鶏卵抗体の利用分野
は試薬としてのみならず、機能性素材として、それを単用あるいは併
用して食品に利用する経口受動免疫の研究が注目されている。経口受
動免疫は感染症病原体に対する特異的抗体を経口投与し、口腔内及び
消化管内での病原体の付着感染を予防する方法である。現在までに、
IgYを利用した経口受動免疫は、ロタウイルス性下痢症の予防 19-21)、
虫歯の予防 22，23)、家畜大腸菌性下痢症の予防 24 )、及び養殖魚感染
症の予防 25 )の報告が著者および他のグ、ループによりなされている。
ロタウイルスは世界中に広く分布し、ほとんどの晴乳類および鳥類
の下痢症原因ウイルスとして知られ、レオウイルス属に分類される。
その感染は乳幼児および幼若動物に特異的で、下痢を顕性発症する。
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ロタウイルスの構造は内外 2層の Capsideprotein層からなり、その
中心部には 11分節の 2本鎖 RNAを合む Core粒子が存在する。ウイル
スの電顕像が直径約 70nmの車輪状を呈することから、ロタ(車輪)
ウイルスの名で呼ばれる 26 )。ロタウイルスの血清型はウイルス外層
の表面に存在する感染抗原の差により、ヒトでは 1"-'4型、ウシ、ウマ、
ブタでは 1，2型、 トリでは 1"-'3型の血清型がある。
ヒトロタウイルス (HRV)感染は乳幼児幅吐下痢症の最大要因であ
る27)。1973年、 Bishopらによる急性非細菌性胃腸炎の乳児の十二指
腸粘膜上皮細胞の電顕観察で初めてHRV粒子が検出された 28) 0 HRV 
は経口的に感染し、乳幼児の腸管内上皮細胞に定着して増殖し、日匝吐
を伴う激しい下痢を発生する。感染乳幼児はしばしば脱水症状に陥り、
適切な対処療法が遅れると死に至る。現在、開発途上国では年間数百
万人もの乳幼児がHRV感染による下痢症で死亡しているとの推定があ
る29 )。世界保健機構 (WHO)が中心となりワクチンの開発が進めら
れているが、その感染対象が免疫力の未熟な乳幼児であること、 HRV
感染が腸管内局所における付着感染であること等の理由により、未だ、
効果的なワクチンの開発は成功していない 30 )。ワクチネーション
(能動免疫)に代わる実用的なHRV感染予防方法として抗HRV抗体
を経口投与し、腸管内でのHRVの付着感染を抑制する方法(経口受動
免疫)が最も期待されている。
経口受動免疫の実用化には大量の特異的抗体が必要である。著者は、
これに対応するためには産卵鶏を免疫動物として利用し、その鶏卵よ
り大量の抗HRVIgYを調製し供給する以外にないと考え、本論文研究
を行った。第 1章では経口投与に適するIgYの精製方法を検討し、食
品用増粘安定剤(カラゲナン)を卵黄リポ蛋白質凝集剤として利用す
且
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る新規なIgY精製方法を確立した 18)。第 2章では HRVを抗原として
産卵鶏および家兎をそれぞれ免疫し、 HRVに対する特異的抗体の生産
性、蛋白化学的・免疫化学的性質、および熱や pHに対する安定性等
をIgYと家兎血清抗体(IgG) について比較検討した 31)。第 3章では
生後 5-6日齢の仔マウスを用いるHRV経口感染動物実験系を確立し、
抗HRVIgY経口投与によるHRV性下痢症予防効果を調べた 21 )。そ
して、第 4章では消化酵素(ペプシン、 トリプシン、キモトリプシン)
に対する抗HRVIgYの被分解性、 IgY経口投与後の仔マウス消化管内
における抗体活性の持続性を調べ、抗HRVIgY経口投与時期と HRV
感染症の予防および治療を目的とした経口受動免疫方法の基礎事実を
明らかにした 32 )。以上のように、本論文研究は抗HRVIgYについて、そ
の生産性、蛋白化学的・免疫化学的性質の究明、ならびに経口投与による
HRV感染症抑制効果などの新しい事実を明らかにし、 HRV感染症予防を目
的とするIgYの経口受動免疫の実用化の基礎に有益な知見を与えるものであ
る。
a ，. 
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第 1章鶏卵抗体(IgY) の精製方法
鶏卵卵黄中には親鶏からの移行抗体としてIgYが存在する。しかし、
卵黄は水分50%、脂質33%、蛋白質16%からなるいわば蛋白質と脂質
の乳化液であり、それから水溶性の蛋白質であるIgYを効率よく精製
することが困難であるため、その実用的な精製方法の研究および開発
はほとんどなされていない。
卵黄中の脂質はそのほとんどが蛋白質と結合したリポ蛋白質として
存在する 33)。また、卵黄には水溶性蛋白質として α一、 3一、およ
びγーリベチンが存在し、それぞれが親鳥血清由来のアルブミン、
α2ー グリコプロテインおよび血清 IgGと同ーであると免疫学的に証
明されている 34.35)。すなわち、 γーリベチンは IgYで、あり、それ
の分離精製には、まず卵黄水溶性蛋白質と卵黄リポ蛋白質(卵黄脂質)
の分離が必要である。
著者は先に、卵黄リン脂質精製方法を検討する過程で、食品添加物
のアルギン酸ナトリウムが、卵黄リポ蛋白質を凝集する性質を有する
ことを見いだした 36 )。本章では、現在、食品用増粘安定剤として使
用されている種々の天然多糖類を対象に、アルギン酸ナトリウムより、
さらに有効な卵黄リポ蛋白質凝集剤を検索し、経口投与に適する IgY
の分離精製方法を検討した。
第 1節 実験材料および方法
1、実験材料
新鮮鶏卵は三重県四日市市内の養鶏場より購入した。食品用増粘安
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定剤 (agar，A -， X -， l -carrageenan， furcellaran， locust bean-， 
guar-， tamarind-， arabic-， karaya-， xanthan-の各ガムと sodium
alginate) は食品グレードのものを用いた。抗鶏血清 IgG家兎血清は
ザイメット社 (U.S.A.) 、鶏血清アルブミンおよび鶏血清 IgGは
Sigma社 (U.S.A.) より購入した。
2、卵黄リポ蛋白質凝集剤の検索
( 1 )卵黄リポ蛋白質凝集体の分離操作: 鶏卵を割卵しセパレー
ターにより卵黄を分離した。卵黄表面を脱イオン水で洗浄し、卵黄を
ホモミキサーで均質化した後、ガーゼ鴻過で卵黄膜を除去し卵黄液を
得た。卵黄液 10mlに 10mlの割合で脱イオン水を加え、ホモミキサ
ーで均質化し、これを卵黄 2倍希釈液とした。上述の種々食品用増粘
安定剤 60mgを脱イオン水 40mlに溶解し、上記卵黄 2倍希釈液の 20
mlと混合した。混合液を室温で 30分間放置した後、生じた卵黄リポ蛋
白質凝集体を遠心分離 (10，000x g， 15分)で沈澱として分離し上清液
を得た (Fig.1-1)。
( 2 )蛋白質および脂質の測定: 上清液中の蛋白質は Markwell
ら37 )の方法に従い、 ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)存在下におけ
るLowry法で行った。また、上清液中の脂質量は、脂質抽出溶剤とし
てクロロホルム:メタノール (3:1) 混合溶剤を用い、 Forch法 38 )に
より測定した。
3、IgYの精製
( 1 )卵黄水溶性画分の調製: 上述の卵黄 2倍希釈液 (200ml) 
とλーカラゲナン溶液 (0.15%，W/V， 400 ml)を混合した後、室温で
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Fig. 1-1 Procedure of Separation of Water Soluble 
Protein and Lipoprotein of Eg Yolk 
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30分間放置した。生じた卵黄リポ蛋白質凝集体は遠心分離(10，000
x g， 15分)で沈澱として分離し、その上清液を卵黄水溶性画分とした。
( 2 )卵黄水溶性蛋白質(リベチン)画分の精製: 卵黄水溶性画
分をペーパーフィルター (Advantec Toyo No .2) で鴻過した後、 20
mMとなるようにリン酸二ナトリウムを溶解し、次いで少量の 3NHCl 
を加えて pHを8.0に調整した。この溶液をあらかじめ 20mMリン酸緩
衝液 (pH8.0) で平衡化した DEAE-Sephacelカラム (φ5.0x 10.0 
cm : Pharmacia) に負荷し、次いで、カラムの 20倍容量の平衡化緩
衝液で洗浄した。リベチンの溶出はカラムの 5倍容量の 0.2Mリン酸
緩衝液 (pH8.0) で行い、 280nmにおける吸光度のピーク画分を集め
た。カラムの流速は 5ml/分とした。
( 3) IgYの塩析: リベチン画分に無水硫酸ナトリウムを 15%
(WN)濃度に加え、 250Cで 30分間撹持した後、遠心分離 (10，000
x g， 15分)で塩析物を捕集した。塩析物を 100mMリン酸緩衝液
(pH 8.0) 100 mlに溶解し、これについて上述の塩析操作を合計 3回
繰り返した。最後の塩析物を 100mlの 10mMリン酸緩衝液 (pH8.0) 
に溶解し、同緩衝液を外液として透析した後、透析内液をポアーサイ
ズ 0.45μmのメンプランフィルターで鴻過し、鴻液を凍結乾燥し、
IgYの粉末を得た。
( 4 )分離標品の蛋白質、脂質および IgY回収率の測定: IgY精製
行程の卵黄 2倍希釈液、卵黄水溶性画分(上清液)、リベチン画分
(溶出液)および IgY溶液(透析内液)をそれぞれ試料として蛋白質、
脂質および IgY量を測定し各行程におけるそれらの回収率を算出し
た。蛋白質、および脂質の定量は2の(2 )記載の方法で行った。
IgYの定量は、抗鶏血清 IgG家兎血清を 5%(V/V) の濃度に溶解した
• 
-9 -
• 
6 
， 
唱
3・
. ' 
~~. 
' ?
??
寒天平板 (2mm 厚)を用い、 一 元免疫拡散法 (Singleradial 
immunodiffusion法)で、鶏血清 IgGをスタンダードとして行った。
IgYおよび鶏血清 IgGの蛋白質量は、それらの 1%溶液の280nmにお
ける吸光度を 13.5と仮定して算出した 39 )。
??
?? ?
?
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4、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)
ポリアクリルアミド濃度 8-20%のスラブタイプゲル (DaiichiPure 
Chemical社製)を用い、 Laemmliらの方法 40 )で行った。参考試料と
して、鶏血清アルブミンおよび鶏血清 IgGを用いた。
5、ゲルクロマトグラフィ一分析
フアルマシア社の FPLCシステムを採用し、 Superose12HR pre-
packedカラム (φ 1.0x 30.0 cm : Pharmacia) を用いて行った。移動
層は 150 mM NaClを合む 50mMリン酸緩衝液 (pH8.0)、流速は
0.5 ml/分、カラム通過液の蛋白量は 280nmにおける吸光度で測定し
た。参考試料として、鶏血清アルブミンおよび鶏血清 IgGを用いた。
• 
• 
6、免疫二重拡散法
IgYと鶏血清IgGの免疫学的同質性をオクタロニィー (Ouchterlony)
法で調べた。 1%寒天平板 (1.0mm 厚)に直径10mmの穴を、同平板
の中心より放射状に 3箇所設け、それぞれの穴にIgY(75μg / 50μ 
1 )、鶏血清 IgG(75μg / 50μ1 )および抗鶏血清 IgG家兎血清
(50μ1 )を加え、室温、高湿下に 48時間放置した後、抗鶏血清 IgG
家兎血清に対する IgYおよび鶏血清 IgGの沈降線を観察した。
' 
目‘
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第 2節実験の結果
1、種々の食品用増粘安定剤の卵黄リポ蛋白質凝集作用
卵黄リポ蛋白質凝集剤の検索 (Fig.1-1) において食品用増粘安定剤
無添加 (control)の遠心上清液には卵黄脂質の 93.8%および卵黄蛋白
の72.9%が残存した。一方、 λーカラゲナン添加では卵黄脂質のほと
んどが沈澱として除去され、その遠心上清中の卵黄脂質残存量は 0.4%
に過ぎなかった (Table1・1) 。また、その上清には卵黄蛋白質の
20.2%が残存した。同様の結果は χ ーバーカラゲナンおよびキサンタン
ガムの添加の場合にも認められ、これらの食品用増粘安定剤は強い卵
黄リポ蛋白質凝集作用を有することが判明した。 A-カラゲナン添加
(0.1 %， w/v) の場合の遠心分離 (1，500x g， 10分)後の沈澱、および
上清の状態を Fig.1-2に示す。ファーセレランおよびアルギン酸ナト
リウムのリポ蛋白質凝集作用はカラゲナンやキサンタンガムに比較し
若干劣った。他の食品用増粘安定剤のリポ蛋白質凝集作用は弱いか、
あるいは全く認められなかった。
2、精製行程におけるIgYの回収率および純度
λーカラゲナンの卵黄リポ蛋白質凝集作用を利用し、卵黄液 100mlよ
り出発してIgYを分離精製した結果、まず、リポ蛋白を除去した遠心
上清液 (Supernatant) 中に卵黄蛋白の 22%、IgYの 86%が回収され
た。一方、その上清液の脂質は卵黄脂質のわずか 0..5%に過ぎず、ほと
んどの脂質はリポ蛋白の凝集沈澱として除去された (Table1-2) 。
Igyの純度(lgY/蛋白)は卵黄液で 4.9%であるのに対し、上記の上清
液では 19.4%に上昇した。その上清液についての DEAE-Sephacelカ
ー 11-
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正Table 1-1 Lipid and Protein Remained in the 
Supernatanta} as a Function of Various Gum Types 
しipid Protein， 
Natural gums， b}added remained， (%) relfined， (%) 
Control 93.8 72. 9 
Agar 73.8 50.2 
κ-Carrageenan O. 7 16.2 • 
t -Carrageenan 1. 1 16.2 
え-Carrageenan O. 4 20.2 
Furcellaran 3.0 18.4 
Locust bean gum 83.6 53. 6 
Guar gum 93.2 55.3 
Tamarind gum 72.2 46.0 
Arabic gum 40.2 34. 9 
Karaya gum 56.3 42.5 
Xanthan gum O. 7 18. 1 
Sodium alginate 4.3 20. 1 
a} Refer to Fig. 1-1. 
a 
b} The final concentration in the mixture was O.l%(w/v). 
吻
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Fig. 1-2 Effect of λ-Carrageenan on 
Precipitation of Egg Yolk Lipoprotein. 
(Centrifuged at 1，500 x 9 for 10 min.) 
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Table 1-2 Summary of Purification of IgY from Egg Yolka) 
Total protein Total lipid Total IgY 
Puri ty of IgY 
Quantity Yield Quantity Yield Quantity Yield (~) 
(mg) (~) (mg) (~) (mg) (~) 
ト-
Doubly diluted yolk 16.000 (10 ) 29.000 (10 ) 790 (10 ) 4. 9 
~ 
Supernatant 3.500 (22 ) 140 ( 0.5) 680 ( 86 ) 19.4 
Eluate 1. 300 ( 8. 1) 。 600 ( 76 ) 46.2 
Salting-out fraction 590 ( 3. 7) 。 580 ( 73 ) 98.3 
ωThe egg yolk used for the purification was 100ml. 
-~ 
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ラムグロマトの溶出液 (Eluate) は脂質を全く合まず、蛋白および
IgYの回収率はそれぞれ 8.1%，76%で IgYの純度は 46.2%となった。
さらに無水硫酸ナトリウムによる塩析精製後の溶液(Salting-out 
fraction) に、純度 98.3%の IgYが 100mlの卵黄液から 580mg得ら
れた(回収率73%)。この画分の蛋白は卵黄全蛋白の 3.7%であった。
各精製行程における蛋白質の挙動を SDS-PAGEにより調べた。その
結果は Fig.1-3で、卵黄のリポ蛋白質に由来する高分子量側のバンド
は λーカラゲナン処理後の遠心上清液に認められなかった。
DEAE-Sephacelカラムクロマト溶出液には、鶏血清IgG、鶏血清アル
ブミンとの比較から γーリベチン(IgY) の H鎖とL鎖、 αーリベチ
ンを確認した。また、 H鎖とL鎖の聞には 3ー リベチン(α2ー グリコ
プロテイン)と推定される数本のバンドが存在した。塩析精製後の溶液
はIgYの H鎖と L鎖のみが認められ、 IgYが高純度に精製されたこと
が示された。また、溶出液と塩析後溶液をゲルクロマトグラフィ一分
析した結果は Fig.1-4で、 DEAE-Sephacelカラムグロマト溶出液に
は 3本のピークが存在し、鶏血清 IgGと鶏血清アルブミンの溶出位置
との比較から、高分子ピーク固分から、それぞれγーリベチン (IgY)、
αーリベチンと同定した。塩析精製後の溶液はIgYの単一ピークのみ
が認められ、この結果とSDS-PAGEの結果より、本章の精製法で、ほ
ぼ純粋のIgYを分離できることが明らかになった。
3、IgYと鶏血清IgGの同質性
SDS-PAGE分析の結果、 IgYの H鎖と L鎖は、それぞれ鶏血清IgG
のH鎖と L鎖に一致した (Fig.1-3) 。また、ゲルクロマトグラフイ
一分析の結果においても、それぞれの抗体の溶出位置が一致した
?
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?
a 
E 
ー
??
』?
?
』? ? ? ? ? ?
。??
? ? ? ? ?
?。
? ?
?』??
?
。 ? ?
? ?
??
?
? ? ? ?
??????』
?
??
? ? ?
?
??
?
?
， 
Fig. 1-3 SDS-Electrophoretic Patterns of Egg 
Yolk Proteins Obtained during Purification of IgY. 
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( Fig. 1-4 )。さらにIgYと鶏血清IgGの免疫学的同質性をオクタロ
ニイー (Ouchterlony)法で調べた結果、抗鶏血清 IgG家兎血清に対
し、それぞれの抗体が形成する沈降線が融合する事により、それぞれ
の抗体の免疫学的同質性を確認した (Fig.1-5)。
第 3節 考察
• 
卵黄は水溶性蛋白質 (α 一、 3一、および γーリベチン)とリポ蛋
白質により形成されるいわば乳化液である。 IgYはγーリベチンと同
一物質で、水溶性蛋白質として卵黄中に存在する。従って、 IgYの精
製においては、まず、卵黄よりリポ蛋白質を除去し、水溶性蛋白質を
分離することが重要である。この考えに基づく IgYの精製法として、
現在までに、リポ蛋白質の超遠心による分離法 41)、有機溶剤脱脂に
よる分離法 42 )、 ポリエチレングリコール 43 )やデキストラン硫酸ナ
トリウム 44 )を用いるリポ蛋白質沈澱除去による分離法の報告はある
が、いずれも IgYの大量精製法としては実用性に欠ける。その理由は、
超遠心分離法による大量処理は実用上不可能であり、有機溶剤脱脂に
よる分離法では IgYの変性を併発すること、ポリエチレングリコール
法やデキストラン硫酸ナトリウム法では操作が複雑で、さらにリポ蛋
白質の分離が不完全な上に、これらのリポ蛋白質沈澱剤が高価でしか
も化学合成品であるため、同法で分離されるIgYの利用分野は実際上
限定されることにある。
著者は、食品用増粘安定剤として利用されている天然多糖類のカラ
ゲナンおよびキサンタンガムが韓カな卵黄リポ蛋白質凝集活性を有す
• 
.' 
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1 2 
DEAE-Sephacel column eluate 
Salting-out fraction 
• ー a a a 。 15 30 45 60 
Retention time， min. 
Fig. 1-4 Elution Profiles of DEAE-Sephacel column Eluate 
and Salting-out Fraction on Superose 12HR column. 
Arrow 1， 2 indicate the retention time of which chicken serum 
IgG and albumin were eluted， respectively. 
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Fig. 1-5 Ouchterlony Test Showing the Identity of IgY 
with IgG frofi Chicken Seruffi. 
A， IgY (75μg/50 ml); B， chicken serum IgG (75μg/50μ1) ; 
C， rabbit antiserum against chicken serum IgG (50μ1). 
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ることを見いだした。そのリポ蛋白質凝集作用のメカニズムは明かで
はないが、カラゲナンはDーガラクトースと硫酸基を有する3、6、アンヒ
ドロガラクトースから、キサンタンガムはグ、ルコース、マンノースお
よびグルクロン酸から構成される弱酸性の多糖類であることから、お
そらく、卵黄リポ蛋白質の凝集は多糖類のネガティブチャージとリポ
蛋白質のポジティブチャージとの問でイオン結合を生じて沈澱性の高
分子が形成されるためと推測される。本章で検討した食品用増粘安定
剤の中では A -カラゲナンが最も効果的な卵黄リポ蛋白質凝集剤であっ
た。 λーカラゲナンによる卵黄リポ蛋白質凝集体は超遠心や高速遠心分
離操作を必要とすることなく、低速遠心分離操作 (1，500x g， 10分，
Fig. 1-2) で水溶性蛋白質と分離できることから、 λーカラゲナンの利
用は工業的スケールでのIgY精製法にも有効である。
前述のように、卵黄中の水溶性蛋白質はリベチンと呼ばれるが、 リ
ベチンには α一、 β一、および γーリベチンが存在し、これらはそれ
ぞれ親鶏血清蛋白質のアルブミン、 α2ー グリコプロテイン、および γ
ーグロプリン(IgY) と同一物質であることが免疫学的に証明されて
いる。本章で得られた IgYについても、 SDS-PAGEおよび、ゲルクロマ
トグラフィーにおける蛋白質移動度 (Fig.1-3， Fig. 1-4) 、免疫 2重
拡散法による抗原性 (Fig.1-5) を調べた結果、 IgY(γ ーリベチン)
は鶏血清 IgGと同じであることを証明した。
Hassleら45 )は種々のIgY精製方法を比較検討し、ポリエチレングリ
コールを卵黄リポ蛋白質凝集剤として用いる方法が最も優れたIgY精
製法で、これにより純度約 70%のIgYが鶏卵 1個あたり約 40mg得ら
れたと報告している。著者のλーカラゲナンを卵黄リポ蛋白質凝集剤と
して用いる IgY精製法では純度約 98%の IgYが鶏卵 1個あたり
ー 20-
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70"-'100 mg得られた (Table1-2) 。即ち、 A-カラゲナンを用いる
IgY精製法では卵黄より高純度のIgYが高収率で得られる。なお、 A
-カラゲナンはアイスクリーム等に利用されている食品用増粘安定剤で、
従って、これを利用して調製される IgYは食品素材として経口投与す
る場合に有利である。また、既に述べたように A-カラゲナンによる卵
黄リポ蛋白質凝集体は低速遠心分離操作で水溶性蛋白質と分離できる
ことより、同方法は IgYの大量精製に最も適した実用的な方法といえ
る。
本章研究の要約
1、食品用増粘安定剤の一つである λーカラゲナンは強力な卵黄リポ
蛋白質凝集活性を有することを見いだした。これを利用して鶏卵卵黄
抗体(IgY) の分離精製法を検討し、鶏卵卵黄から高純度の IgYを高
収率で得るIgY大量調製法を確立した。
2、卵黄から精製したIgYと鶏の血精 IgGについて、ゲルクロマト
グラフィーや SDS-PAGEでの挙動、および抗原性を比較し、両者は
蛋白質として、また抗体として同質であることを明らかにした。
????
第 2章 抗ヒトロタウイルス (HRV) IgYの調製とその性質
ヒトロタウイルス (HRV) は乳幼児幅吐下痢症の主要な原因ウイル
スである 27 )。 その感染は経口感染で、乳幼児の十二指腸上皮細胞に
特異的に定着した後、増殖して、日匝吐を伴う激しい下痢を起こす。現
在、開発途上国では年間数百万人もの乳幼児が HRV感染による下痢
症で死亡している 29 )。我国でも、その感染が冬季に集中し、年間約
10万人の乳幼児がHRV感染による下痢症に擢患している 46)。HRV
の感染対象が免疫力の未熟な乳幼児であること、 HRV感染が腸管内局
所における付着感染であること等の理由により、 HRV感染症の予防に
は、特異的抗体を経口投与し、感染局所でのHRVの付着感染を抑制す
る経口受動免疫が最適と考えられる。 一般的に、経口受動免疫の実際
適用には大量の特異的抗体を必要とする。このため、現在、産卵鶏を
免疫動物として用い、その鶏卵より大量の抗 HRVIgYを調製する方
法が注目されている。
本章では、経口受動免疫のための特異的抗体の供給を目的として、
我国で蔓延している HRVWa株(血清型 1型)および MO株(血清型
3型)を抗原として選び、産卵鶏および家兎を免疫し得られる鶏卵抗体
(IgY) と家兎抗体(IgG) の生産性、蛋白化学的性質、免疫化学的性
質および熱や pHに対する安定性等について比較検討した。
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第 1節 実験材料および方法
1、実験材料
HRVWa株(血清型 1型)、 KUN株 (2型)、 MO株 (3型)、 ST3
株 (4型)、また、これらのウイルスの培養宿主細胞としてのMA104
細胞(アフリカ赤毛猿の腎臓由来)は東北大学医学部細菌学教室保存
株を分与していただいた。細胞の培養はイーグ、ルミニマムエッセンシャ
ル培地 (MEM培地)を用いた。仔牛胎児血清は MilesLab.社より、
トリプシン (1:250) は GibcoLab.社より購入した。示差走査熱量分
析、蛍光スペクトル分析、等電点電気泳動に用いたIgYおよび家兎
IgGは通常の産卵鶏 (HRV無免疫)の卵黄および家兎血清 (HRV無免
疫)より分離精製したもので、家兎 IgGはCappelProducts(U.S.A.) 
から購入した。
• 
2、ウイルスの調製および感染活性の測定
MA104細胞は 10%仔牛胎児血清を合む MEM培地で培養して、 HRV
の調製、ウイルス感染活性および中和抗体価の測定に用いた。 HRVは
単層まで培養したMA104細胞を用いて、 トリプシン (0.5μg/ml) 存
在下で増殖させ、その培養上清に 1，1，2トリクロロー 1，2，2トリフルオロ
エタンを等量加え、超音波処理後、粗遠心分離(1，500x g、10分、 40C)
でウイルス層を得た。同ウイルス層を高速遠心分離(10，000x g、30分、
4
0
C)し得られた上清液を35%ショ糖液に重層し、超遠心分離(143，800
xg、3時間、40C)でウイルスをベレツト化した。ウイルスのベレツトを
pH7.2の生理的リン酸緩衝液(PBS)に溶解しHRV溶液とした。
HRV感染活性の測定は、単層まで培養したMA104細胞をMEM培地
?、?? ?
に交換後、 HRVを接種し、 MEM培地で 17時間 (3rC)インキュベー
トし、冷メタノールで細胞を固定した後、抗HRVモルモツト血清と
FITC (Fluorescent isothiocyanate)ラベル化抗モルモット IgGヤギ血
清を用いた間接蛍光抗体法により測定した。感染活性はウイルス液
1 ml当たりの蛍光抗体陽性細胞数 (FCFU: Fluorescent cell forcus 
forming units) として表した。
3、免疫
産卵鶏(白色レグホン系:ダイヤクロス B34) は三重種鶏株式会社よ
り、家兎 (NewZealand White Rabbits) は静岡実験動物共同組合よ
り購入した。免疫にはHRVWa株および MO株を抗原として用いた。
産卵鶏 1羽当たりにHRV1x 107 FCFU/mlと同容量のフロイントコン
プリートアジュパント(半井化学)を乳化して筋肉注射した。免疫注
射は隔週で 4回繰り返した後、さらに、初回免疫から 22および 36週
目に追加免疫を実施した。鶏卵は毎日集め 40Cに保存し、 2週間ごとに
卵黄を分離し凍結保存した。家兎についても産卵鶏と同様の免疫を行
い、 4回目の免疫注射の 1週間後に全採血し、その血清を凍結保存し
た。
4、抗体の精製および純度の確認、
卵黄からのIgY精製は第 1章、第 1節の 3に記載の方法により行った。
家兎血清からの IgG精製はProtein A S up eroseカラム (Pharmacia)を
用いて、精製マニュアルに従い行った。精製したIgYおよび家兎 IgG
の純度確認は第 1章、第 1節の 4および 5に記載の Laemmliらの
SDS-PAGEおよび Superose12HRカラム(Pharmacia) を用いたゲル
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クロマトグラフィ一分析により行った。 E 
5、中和抗体価の測定
単層に培養したMA104細胞をMEM培地で洗浄した。 MEM培地で希
釈したサンプル(卵黄液、 IgY、家兎 IgG) をHRVと1時間インキュ
ベート (3rC) した後、その混合液を細胞上に接種し、さらに 1時間
インキュベート (3rc)した。その後、細胞をMEM培地で洗浄し同培
地で 20時間 (3rC)インキュベートした。最後に細胞をメタノール
で固定 (30分間)し、間接蛍光抗体法により FCFUを測定した。中和
抗体価は蛍光顕微鏡(100倍)で 1視野中のFCFUを 50%減少させる
サンプルの最大希釈倍率の逆数で表した。
6、エンザイムイムノアッセイ (ELISA)
96穴プレート (NuncInc.)の各ウエルを 0.05M炭酸緩衝液 (pH9.6)
に溶解した抗HRV(Wa株)モルモットIgG(1μg/ウエル)で 2S0C、
1時間コーテイングした。各ウエルを 0.05% Tween 20と 0.15M 
NaClを合む 10mMリン酸緩衝液、 pH7.2 (PBS-Tw)で洗浄した後、
HRV (Wa株またはMO株)溶液を各ウエルに加え 250C、1時間イン
キュベートした。
各ウエルを PBS-Twで洗浄した後、オボアルブミン (OVA) を溶解
した PBS-Tw溶液を加え(100μgOVA/ウエル) 250C、1時間イ
ンキュベートした。 PBS-Twで洗浄した後、各ウエルにPBS-Twで希
釈したサンプル(Igy、家兎 IgG) を加えて 250C、1時間インキュベ
ートした。各ウエルをPBS-Twで洗浄した後、鶏 IgGまたは家兎 IgG
に対するヤギ IgGアルカリホスファターゼコンジュゲート (Kappel
??? ， ?
1 nc.) を加えて 250C、1時間インキュベートした。
各ウエルを PBS-Twで洗浄した後、ジエタノールアミンバッファー
(pH 9.8)に溶解した酵素基質(P-nitrophenylphospate， 1mg/ml)溶液
を各ウエルに加えて(150μ 1/ウエノレ)、 250C、30分間の酵素反応させ
た後、 5Nの水酸化ナトリウム溶液を加えて(50μ 1/ウエル)、酵素反
応を停止させ、生じた発色をプレートリーダー (405nm) で測定した。
7、抗HRV抗体の耐熱性および pH安定性試験
抗HRVIgYおよび家兎 IgGのそれぞれを 1mg/ml濃度に、 0.15M 
NaClを合む 10mMリン酸緩衝液、 pH7.2 (PBS) で溶解した。その
1 mlを試験管に入れ 60，70および 800Cの恒温水中で、それぞれ 0"-'
30分間加熱した。加熱後、ただちに氷冷水中で冷却し、残存抗体活性
をELISAおよび中和抗体価法で測定した。
抗体の pH安定性試験では、まず、抗HRVIgYおよび家兎IgGのそ
れぞれを 10mg/ml濃度にPBSで溶解した。この抗体溶液をあらかじ
め pH2"'-'9に調整した 0.15M NaClを合む 10mMリン酸緩衝液で希
釈し、必要に応じて pHを微調整しながら 1mg/ml濃度の抗体溶液
(pH 2"-'9) を調製した。 pHの調整は HClあるいは NaOHを用いた。
pH 2"-'9の抗体溶液を3rc恒温水中で 0"-'8時間放置した後、それぞ
れの抗体溶液の pHは PBS (pH 7.2) で 100倍希釈する事により中性
pHに戻した。以上の操作の後、それぞれの抗体溶液中の残存抗体活性
をELISAおよび中和抗体価で測定した。
8、示差走査熱量分析 (DSC)
セイコー電子工業社 DSC560U型を用いた。 IgYおよび家兎 IgGを
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0.15 M NaClを合む 10rnMリン酸緩衝液、 pH7.2に蛋白濃度 5%とな
るように溶解し、銀製試料容器 (70μl容量)に 50μl採取した。測
定条件は昇温速度 lOC/分で温度範囲 30 '"-'120 oCで測定した。
ー
" 
9、蛍光スベクトル分析
IgYおよび家兎 IgGを 50rnMリン酸緩衝液 (pH2'"'-'6) に蛋白濃度
0.1 %となるように溶解し、 3rcで 1晩インキュベートした。それぞ
れの抗体溶液を、同じ pHの 50rnMリン酸緩衝液で 10倍希釈し、蛍光
スベクトル分析用の試料とした。蛍光分光光度計は目立 F-4000型を用
い、励起波長 296nrnで 290'"'-'400 n rnの範囲で蛍光極大波長(トリプ
トファンの蛍光)を測定した。
• 
a 
国
1 0、等電点電気泳動
IgYおよび家兎 IgGについて等電点電気泳動を行った。泳導ゲルは
Phas t Gel IEF 3'"'-' 9 (Pharrnacia) を用い、 Pharrnacia社の Phast
System電気泳動装置で、マニュアルに従い行った。等電点既知の標準
蛋白質として、 LKB社製の等電点電気泳動マーカーを用いた。
1 1、蛋白の定
IgYおよび家兎 IgGについてはそれらの 1%溶液の 280nmに於ける
吸光度を 13.5として蛋白量を算出した 39 )。
? ， ，?
?
唱F
量
第 2節実験の結果
車
1、免疫後の中和抗体価の推移
HRV免疫後の鶏卵卵黄中における中和抗体価の推移を Fig.2-1に示
す。抗原として Wa株、 MO株のいずれを用いても、免疫 2回目より中
和抗体力価は上昇し、合計 4回の免疫で中和抗体価が 4"-'5万倍となっ
た。その後、 22週日と38週目に追加免疫を行ったが、中和抗体価の
低下および上昇もなく、約 1年間、 HRVに対する高い中和抗体価を鶏
卵卵黄中に維持する事ができた。
組
， 
司‘
圃
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2、精製抗体の純度および分子
精製した抗HRVIgYおよび家兎 IgGの純度はゲルグロマトグラフィ
一分析において、それぞれ単一ピークを示した。また、 SDS-PAGEに
おいては IgYおよび家兎 IgGともに、主に、抗体の Heavy鎖とLight
鎖に由来する 2本のバンドが見られ、いずれも電気泳動的には単一成
分であった (Fig.2-2) 。それぞれの抗体のSDS-PAGEの結果より得
られる分子量はHRV抗原の血清型による差は無く、 IgYの H鎖が 70
KD、L鎖が 21KDおよび家兎 IgGの H鎖が 50KD、L鎖が 22KDと
計算された (Fig.2-3)。
F 
?
??
??
? ? ?
???
3、抗HRVIgYと家兎 IgGのHRV血清型特異性
HRVWa株(血清型 1型)および MO株(血清型 3型)を抗原とし
て得られた IgYと家兎 IgGについて、 HRVの各血清型 (1"-'4型)に
対する反応特異性を比較した (Table2-1)。抗Wa株 IgY、抗Wa株家
兎IgGはいずれも Wa株に対してのみ特異性を示し、それぞれの中和
ー 28-
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Fig. 2-2 SDS-PAGE Pattern of Anti-HRV IgY 
and Rabbit IgG. 
The purified IgY and rabbit IgG were electrophoresed 
on a linear gradient (4-209も)polyacrylamide gel plate 
by the method of Laemmli. 
Lane l，Anu-HRV(Wa)IgY;lane 2，anti-HRV(MO)IgY; 
lane 3，antimHRV(Wa)IgG;and lane 4，anti-HRV(MO)IgG; 
M，molecular weight markers:a)myosin(MW20O，OOO); 
b) s-galactosidase (116，250); c) phosphorylase B (97，400); 
d)bovine semm albumlI1(66300);e)aldolase(43，400); 。carbonicanhydrase(3l，O00);g)trypsin inhibitor(21，500); 
h)myoglobin(17，200)and i)lysozyme (14，400) . 
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and Rabbit IgG Heavy (H) and Light (L) Chain. 
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Table 2-1 Neutralization Titer of Anti-HRV Antibody against Various 
Serotypes of HRV 
Antibodya) 
Anti -Wa IgY 
Anti Wa rabbit IgG 
Anti-MO IgY 
Anti-MO rabbit IgG 
Wa 
13，000 
27，000 
1， 100 
2， 900 
Neutralization titer against HRVb) 
KUN MO 
< 100 
< 10 
210 
< 10 
< 100 
120 
15，000 
4，000 
a) Concentrations of antibodies were 1 mg/ml. 
b) HRV used were Wa strain (serotype 1)，間Nstrain (serotype 2)， 
MO strain(serotype 3)， and ST-3 strain (serotype 4). 
且ーt ，....01 圃 、品回属
ST-3 
150 
< 10 
< 100 
160 
~ 
'to ー
抗体価は抗体1mg当たりで 13，000倍および 27，000倍であった。抗MO
株 IgY、抗MO株家兎 IgGでは、 MO株に対してのみならず、 Wa株に
対しても若干の反応性を示した。それぞれの MO株に対する中和抗体
価は抗体 1mg当たりでIgY15，000倍、家兎 IgG4，000倍で、 Wa株に
対する中和抗体価は抗体 1mg当たりでIgY1，100倍、家兎IgG2，900 
倍であった。
4、抗HRVIgYと家兎 IgGの耐熱性および pH安定性
抗 HRV(MO株) IgYの耐熱性および pH安定性をELISAと中和抗
体価法で調べた。 600Cで 0"'-'3 0分の加熱処理では抗体活性の低下はそ
れほど見られなかったが、 700C、30分の加熱により約 50%の抗体活性
が失われた。さらに、 800Cでは抗体活性の急激な失活が起こり、 10分
で約 90%の抗体活性が失われた (Fig.2-4) 0 IgYの抗体価はpH4'""9
で 0'""8時間の処理ではそれほど大きな失活は見られなかった。 IgYの
pH2および 3処理における抗体価の安定性は抗体価測定法(ELISA、
中和抗体)のちがいにより異なる結果となった。すなわち、 ELISAの
結果では pH2および pH3の 2時間処理で IgYの残存活性がそれぞ
れ 10%および30%まで低下したが、中和抗体価の測定結果ではpH3
の 2時間処理で活性の失活は見られず、 pH2、2時間処理でも約 50%
の中和抗体活性が残存した (Fig.2-5)。
抗 HRV(Wa株) IgYと家兎 IgGの耐熱および pH安定性をELISA
により比較した。いずれの抗体も 600C、10分の加熱では抗体価の失活
は全く見られなかった。しかし、 700C、10分の加熱で家兎 IgGは失活
しなかったが、 IgYは約 15%失活した (Fig.2-6)。また、いずれの抗
体も pH4'""9、1時間処理では活性の失活は 20%以下で pH安定性に
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差がなかった。しかし、 pH3、および pH2、1時間処理では、 IgY抗
体価のそれぞれ 60%、および 65%が失われたのに対して、家兎IgGの
抗体価は約 10%しか失われなかった (Fig.2-7)。
5、示差走査熱量分析 (DSC)
IgYと家兎 IgGの示差走査熱量分析結果を Fig.2-8に示す。それぞ
れの抗体は、いずれも純粋蛋白の特徴である単一の熱量吸収ピークを
示した。熱変性温度はIgYで 73.90C、家兎 IgGで 77.00Cで、 IgYの方
が 3.10C低かった。
6、蛍光スベクトル分析
免疫グロプリンはその分子内に多くのトリプトファン残基を有する。
一般的に、蛋白質はその高次構造の変化に伴い、分子内に存在するト
リプトファンの蛍光極大波長(348nm)が長波長側へシフト (redshift) 
することが知られている 47)。この現象を利用し、 IgYおよび家兎 IgG
の酸性 pH条件における高次構造の変化を調べるため、蛍光スベクト
ル分析を行った。 pH6.0と種々の酸性 pH条件下における蛍光極大波
長との差 (redsh ift) を Fig.2-9に示す。 IgYは pH4.0-----3.5で急激な
red shiftが見られた。 一方、家兎 IgGは pH4.0以下で redshiftが起
こり始めるが、その変化は IgYの場合と比較しでかなり少なかった。
7、等電点の比較
IgYと家兎 IgGの等電点電気泳導パターン (Fig.2-10) より等電点
を求めた結果、 IgYはPI5.4---6.6(平均 pI6.0)、家兎 IgGはpI5.9---
7.6 (平均 pI6.75) で、 IgYの等電点は家兎 IgGのものより 0.75単位
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Fig. 2-7 Comparison of pH Stabilities of 
Anti-HRV (Wa) IgY (0)、pndRabbit IgG (・).
Remaining activities after incubation (370C， 1 h) at certain pH 
values were measured by ELISA and expressed as % of the 
initial activity. 
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DSC thermograms were obtained from 59baqueouspolutions 
of a) Rabbit IgG and b) IgY. The heating rate was 1 T/min 
throughout the measurement. 
-39 -
E 
'‘ 
• 
E 
120 司巳
語
10 
-一 6 
圃
? ? ?
， I 
喝_，
崎・・?
?
?
? ? ?
4 
一?〉??
?
?
2 
。
E 
.喝
-2 
2 3 4 5 6 7 
???
?
Fig. 2-9 Denaturation Curves of IgY (0) and Rabbit 
IgG (・)at Acidic Conditions. 
Denaturation was expressed as maximum wave length (入max)of 
emlsslon spectra. 
-40 -
~・p
骨
1.. tロD3 <l) 
ょLι- 一.. ro -ーエコE .ロ一〉 ro Q.ロ1 0:: 一
、 ，
?
、?
?
、?
、】
??
】
?
?
?
? 』
??
?
「 ?
Fig. 2-10 Isoelectric Focusing Electrophoresis 
Patterns of IgY and Rabbit IgG 
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mioglobin pI 7.30. 
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低かった。
第 3節考察
HRVを抗原として産卵鶏および家兎を免疫し得られるそれぞれの抗
体の生産性、種々の血清型HRVに対す反応特異性、加熱や pH処理に
対する抗体価の安定性等について比較検討した。
産卵鶏は免疫後、それが産生する卵黄中にHRVに対する高い中和抗
体価が得られた。その中和抗体価は数回の追加免疫により、産卵期間
(約 1年)を通じて得られたどの卵にも維持され、ほとんど変化がな
かった (Fig.2-1)。また、免疫による産卵率の低下もほとんどなく、
免疫鶏 1羽当たり、 1年間で約 250個(卵黄液として約 4，000g) の鶏
卵が得られた。 一方、免疫家兎では全採血により 1頭当たり約 40ml 
の抗血清が得られた。それぞれの抗体量を測定したところ、卵黄 1g 
中には約 10mgのIgYが、また家兎血清 1ml中には約 35mgのIgGが
存在した。従って、 1羽の免疫鶏が 1年間に産生する鶏卵からは約 40g 
のIgYが、 一方、 1頭の免疫家兎からは約 1.4gの血清抗体(IgG) が
得られることになる。すなわち、抗体蛋白の生産性を比較すると、 1
年間のHRV免疫鶏の鶏卵より得られる IgY量は HRV免疫家兎 30頭
分の血清抗体量に相当することから、 IgYが経口受動免疫用の特異的
抗体として利用可能であることを明らかにした。
HRVWa株と MO株に対するIgYと家兎 IgGについて、それぞれの
抗原に対する中和抗体価を比較した結果、 Wa株に対する抗 Wa株 IgY
の中和抗体価は抗 Wa株家兎 IgGの約 112であった。 一方、 MO株に
対する抗 MO株IgYは抗 MO株家兎 IgGの約 4倍で、 HRV抗原の血清
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-型により、 IgYと家兎 IgGとで中和抗体価が大きく異なった (Table
2-1)。
産卵鶏と家兎を同一抗原で免疫し、それぞれの抗体の生産性を比較
した研究が幾つかある。 Jenseniusら44)によると、 1羽の産卵鶏より
1カ月あたり、約 500mlの家兎抗血清に相当するIgYが得られる。ま
た、鶏と家兎に同一抗原 (Echinococcusgranu]osus) を免疫した
GottsteinとHemmeler4 8 )の比較実験結果では、 1カ月の鶏卵卵黄か
ら得られた特異的抗体量は家兎血清から得られたそれの約 18倍であっ
た。著者は、免疫産卵鶏の特異的鶏卵抗体(抗 HRVIgY) の生産性
は、免疫家兎の血清抗体(抗 HRV家兎 IgG) よりHRVWa株抗原で
は約 15倍、 MO株抗原では約 120倍優れることを、それぞれの総中和
抗体価を指標に明らかにした。すなわち、著者の行った以上のHRVに
対する抗体産生の比較実験でも、上述の文献値、ないしは、それ以上
の効率が免疫鶏卵の利用により達成できることが明かになった。
抗HRV抗体の数種の血清型 HRVに対する交叉性について、 抗Wa
株 IgYおよび家兎 IgGはいずれも Wa株に対してのみ特異的であった。
しかし、抗 MO株 IgYおよび家兎 IgGは血清型が異なる Wa株に対し
て交叉性を有し、特に家兎 IgGは強い交叉性を示した (Table2-1) 。
PasquIerら49 )は Dinitorophenol (DNP) に対するマウス抗体と鶏
抗体の反応特異性を比較し、鶏では特異的抗体のレパートリーが少な
いことを見いだした。最近、鶏の B細胞に関する遺伝子レベルの研究
が進み、 Reynaudら50-53)は、鶏では抗体の可変部をコードする V
遺伝子 (VHおよびVL) は晴乳動物のものと異なり、それぞれ 1個
しか機能しておらず、この点で鶏抗体の多様性獲得メカニズムは晴乳
動物と根本的に異なることを報告した。従って、鶏ではその遺伝子構
'1 
?
??
周量
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造から B細胞のレパートリーが少ないと予想され、抗原の種類によっ
ては、 HRV(MO株)抗原の場合の様に、その免疫応答が家兎と比較
してより特異的であると考えられる。
HRV抗原で産卵鶏を免疫して、その卵から特異的抗体を調製する方
法は、免疫動物を屠殺することなく、抗HRVIgYが大量に調製できる
利点がある。前述の如く、抗HRVIgYはHRV感染症予防のための経
口受動免疫用抗体として、充分に供給が可能である。経口受動免疫で
は、抗HRVIgYが食品素材あるいは医薬として経口投与に利用される
が、その実際的応用に際しては、製剤化条件として、 IgY抗体価の安
定性についての詳細な検討が必要である。本章では、熱や酸性条件下
における抗HRVIgY抗体活性の安定性を調べた。
抗HRVIgYの酸性条件下 (pH2'"'-'3) における安定性は、 ELISA値
および中和抗体価を指標にして得た結果で、かなりの差が見られ、
ELISA値による抗体価安定性は中和抗体価による抗体価安定性よりも
酸性下でより不安定であった (Fig.2-5)。これは測定方法のちがいに
よると考えられる。すなわち、 ELISAではHRVに対する IgYの結合
活性がIgYの全体を認識する酵素標識二次抗体の酵素活性で測定され
るのに対して、中和抗体価ではHRVに対する IgYの結合活性が直接測
定される。従って、 IgYは酸性条件下で、抗体の抗原結合部位よりも
抗体蛋白の他の部位の構造がより変化を受け易いと推測される。
抗HRV(Wa株) IgYと家兎 IgGの耐熱性および pH安定性を、
ELISAで比較した結果、 IgYの抗体活性は高温加熱処理 (700C以上)
や酸性条件 (pH2、3)で家兎 IgGより失活しやすいことが認められ
た (Fig.2-6、Fig.2-7)。大谷らは 54)αS 1ー カゼイン抗原に対する、
また、清水らは 16 )マウス IgG抗原に対する IgYと家兎 IgGの安定性
?
?
?
-44 -
掴
T 
1 
• 
. -
をELISAで比較し、同様の結果を報告している。
本研究では、 IgYと家兎 IgGの熱変性温度を示差走査熱量分析 (DSC)
で比較し、 IgYでは 73.90C、家兎 IgGでは 77.00Cであること、 (Fig. 
2-8) 。また、それぞれの抗体蛋白のトリプトファンの蛍光を利用した
分析で、 IgYは家兎 IgGと比較し、 pH3.5以下の酸性で高次構造の変
化による蛍光極大波長のシフトが顕著であることを (Fig.2-9)見いだ
し、それぞれの抗体の熱安定性、 pH安定性の差異を抗体の蛋白化学的
特性の差異として証明した。これまで、 IgYと家兎 IgGの蛋白化学的
差異について、いくつかの報告がある。 Polsonら12) は鳥類の抗体
(IgG) の平均等電点はヒトIgGのものより、約 1pH単位低いと報告
した。本章でも、 IgYと家兎IgGの等電点を比較して、ほぼ同様の結果
が得られた (Fig.2-10)。著者らはIgYと家兎 IgGの分子構造の差異
について、 IgYの定常領域のベーターシート合量は IgGより少ないこ
と、 IgYのヒンジ領域のフレキシピリティーは IgGよりも低いことを
明らかにした 16)。また、 IgYの糖鎖構造を決定し、 IgYのアスパラ
ギン結合型糖鎖の 27.1%の糖鎖が末端にグ、ルコース残基を有し、これ
は晴乳類 IgGに存在しないユニークな糖鎖構造であることを指摘した
1 7)。上述の様に、 IgYと家兎 IgGの熱安定性および pH安定性の差異
は、それら抗体の蛋白化学的特性の差異に由来するものと考えられる。
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本章研究の要約
1、乳幼児嘱吐下痢症の主要な原因ウイルスであるHRVを抗原とし
て産卵鶏と家兎を免疫し、それぞれの免疫動物による特異的抗体の産
生能を比較した結果、免疫産卵鶏 1羽が 1年聞に産卵する卵黄から約
40 gの抗 HRVIgYが得られ、これは免疫家兎 30頭の血清抗体(IgG)
に相当することを明らかにした。
2、HRVに対するIgYと家兎 IgGの熱安定性および pH安定性につ
いて比較し、 IgYの抗体活性は高温加熱 (700C以上)や酸性条件 (pH
2、3) で家兎 IgGより失活しやすいことを明かにした。
3、示差走査熱量分析 (DSC)でIgYの熱変性温度は 73.90C、一方、
家兎 IgGのそれは 77.00Cであった。また、 IgYは pH3.5以下の酸性
条件で家兎 IgGより、高次構造の変化に基ずくトリプトファンの蛍光
極大波長のシフトが顕著であることを明らかにした。
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第 3章 HRV経口感染動物実験系の検討と同実験系における
抗 HRVIgY経口投与の効果
ロタウイルス感染動物実験系はウイルスの感染メカニズム、抗ウイ
ルス剤の開発、ロタウイルスワクチンの評価試験等の研究に必要であ
り、現在までに、マウス 55)、ヤギ 56)、ブタ 57)、ウシ 58)の幼若動物
を感染対象動物として用いる方法が報告されている。これらの感染動
物実験系は、対象動物種由来のロタウイルスの経口投与により感染が
成立する。ただし、唯一の例外として、サルロタウイルス SA-ll株
(血清型 3型)は仔マウスに対する経口投与により感染が成立する 59)。
本章では抗HRVIgYの経口受動免疫効果を調べることを目的とし、
まず、比較的取扱いが簡単な仔マウスにHRVを経口投与して感染が成
立することを初めて認め、 HRV経口感染動物実験系を開発した。次い
で、この感染動物実験系を用い、抗HRVIgYの経口投与はHRV性下
痢症の予防に有効であることを明らかにした。
第 1節 実験材料および方法
1、実験材料
HRVWa株(血清型 1型)、 HRVMO株(血清型 3型)、サルロタ
ウイルス SA-ll株(血清型 3型)、牛ロタウイルス Lincoln株(血清
型 6型:NCDV) および MAI04細胞(アフリカ赤毛猿の腎臓由来)
は東北大学医学部細菌学教室より分与していただいたものを用いた。
ロタウイルスの培養、精製および感染活性の測定は第 2章、第 1節の
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2に記載の方法で行った。抗 HRV(Wa株) IgYおよび抗 HRV(MO 
株) IgYは第 2章で調製したものを用い、また、 IgY蛋白の定量も第
2章記載の方法で行った。妊娠マウス (BALB/c) は静岡実験動物共同
組合より購入した。その他の試薬は全て試薬特級を用いた。
2、仔マウスへの経口投与方法
妊娠マウス (BALB/c) はマウス用ケージに 1匹づっ隔離し、 230C
のアイソレーター内(暗所)で飼育した。飼育は自由摂餌、自由摂水
で行った。なお、マウス用ケージの底Kはガーゼを 2'"'-'3枚ひき、巣
作り用として脱脂綿を数枚入れた。分娩後、 5....6日齢の仔マウスをロ
タウイルス感染実験に用いた。仔マウスへの経口投与は、注射針
(23G)先端にテフロンチューブ (AWG26:ニチアス株式会社)を取付
け、チューブの先端を炎で丸め、これを注射器に接続したものを介し
て行った (Fig.3-1)。経口投与後、仔マウスを親マウスの飼育ケージ
に戻し、授乳は自由に行わせた。
3、経口感染ロタウイルスの選定
生後、 5日齢の仔マウス各群に対して生理的リン酸緩衝液(PBS，pH 
7.2)で希釈した各動物由来のロタウイルス(血清型 1，3および 6型)
を 6x 105から 1X 107 FCFU (50μ11 mouse) 経口投与した。その
後、 1日、 1回、仔マウスの下痢症状を調ベ、紅門部がただれている
もの、または、その腹部を軽く押した時に紅門部から水溶性便が確認
できたものを下痢発症マウスとした (Fig.3-2)。
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by a Syringe with a Modified Needle . 
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Fig. 3-2 Inspection of Occurence of Diarrhea in 
Suckling Mouse upon Infection with HRV. 
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4、HRV経口感染の再現性
妊娠マウス (1群、 2""'3匹)から得られた 16""'24匹の仔マウス
(生後 5日齢)に対してPBSで希釈したHRVMO株を 1X 106 FCFU 
(50μ1 /mouse)経口投与した。経口投与の24、48、72時間後に仔
マウスの下痢発生の有無を観察した。この感染実験を 4回繰り返し、
ロタウイルス経口感染の再現性を調べた。
5、HRV経口感染動物実験系における IgY経口投与の影響
抗HRV(MO株) IgYおよび市販鶏卵の卵黄から精製した
IgY(ControlIgY)を PBSで溶解し、蛋白濃度 4.5mg/mlに調製した。
妊娠マウス(各群 2""'3匹)から得られた 15""'21匹の仔マウス(生後
5日齢)に対しそれぞれのIgY溶液を経口投与した (50μ 1/mouse)。
なお、感染対照としてはIgYの代わりに MEM培地を経口投与した仔マ
ウスを用いた。 IgY投与の 1時間後に、それぞれの仔マウスに対し、
HRV (MO株)を 1X 106 FCFU経口投与した (50μ 1mouse)。そ
の後、仔マウスの下痢発症の有無を 4日聞にわたって観察した。
電
6、仔マウス小腸の病理学的および免疫組織学的観察
妊娠マウス (1匹)から生まれた仔マウス(生後 6日齢)を 2匹づ
っ3群に分け、それぞれを非感染対照、感染対照、および IgY投与群
とした。 IgY投与群には抗 HRV(MO株)IgYをマウス当たり 225μg
経口投与し、その 1時間後に HRVMO株の 1.8x 107 FCFUを経口投
与した。感染対照についても同様にHRVの経口投与を行った。HRV
経口投与の 24時間後にそれぞれの仔マウスの下痢発生の有無を観察
し、その後、解剖して小腸部分を摘出し、それを 10%ホルマリン液で
F 
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固定した後、パラフィンで包埋した。パラフィン切片 (5μm) をミ
クロトームで調製した後、ヘマトキシンとエオシンで染色し顕微鏡観
察した (50倍)。また、摘出した小腸を凍結組織包埋剤 (OCT
Compound ; Miles Lab.， U.S.A.)で包埋し、 ドライアイスーアセト
ン液で凍結し、その凍結組織切片 (5μm) をクリオスタットで調製し、
卵白アルブミンでコーテイングしたスライドガラスにのせ、冷アセト
ンで 15分間固定した。固定化切片を PBSで洗浄後、 10%山羊血清を
合む PBSで 10分間(室温)ブロッキング処理した。切片を PBSで洗
浄後、抗HRVMO株モルモット血清 (PBSで 200倍希釈血清)で 1時
間(室温、高湿度条件)処理した。切片を PBSで 3回洗浄後、 FITC
ラベル化抗モルモットIgG山羊 IgGで 2時間(室温、高湿度条件)処
理した。最後に、切片をPBSで 3回洗浄後、グリセリン-PBSを用いて
カバーグラスをのせ、蛍光顕微鏡 (Zeiss，Axioplan， Garmany)で観
察した (200倍)。 ， 
• 
7、IgY経口投与量の検討
抗HRV(MO株) IgY、抗HRV(Wa株) IgYおよび Control IgY 
を PBSにそれぞれ 4.5mg/ml、5.0mg/mlおよび 9.8mg/mlの濃度に
溶解した。妊娠マウス(各群 2匹)から得られた 7'"'-'18匹の仔マウス
(生後 5日齢)に対し、抗HRV(MO株)IgYをマウス当たり 225，
22.5， 2.25， 0.225μg経口投与した。また、抗HRV(Wa株) IgYは
マウス当たり 250，54.0， 25.0，2.5μg経口投与した (50μ11mouse)。
なお、 IgYの代わりに MEM培地を経口投与した仔マウスを感染対照と
して用いた。 IgY投与の 1時間後にそれぞれの仔マウスに対し、 HRV
(MO株)を 1x 106 FCFU (PBS 50μ 1)経口投与した。その後、仔
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マウスの下痢発症の有無を 3日聞にわたり観察した。
第 2節実験の結果
1、経口投与ロタウイルス血清型と仔マウスの下痢発症の頻度
仔マウスに対して由来動物種および血清型の異なるロタウイルスを
経口投与し、 48時間後の下痢発症率を調べた (Table3-1)。いずれ
も血清型が 3型である、ヒト由来 (MO株)およびサル由来 (SA-11
株)ロタウイルスの経口投与 (6x 105，"，-， 6 X 106 /mouse) で、仔マウ
スが下痢を高頻度に発症することが明らかになった。
2、HRV経口感染の再現性
仔マウスに対しHRV(MO株)を用いた経口感染実験を 4回繰り返
し、それぞれの下痢発症率を指標に経口感染の再現性を調べた(Table
3-2)。いずれの感染実験でも HRV経口投与 (1x10 6 FCFU / mouse) 
後、 24時間で下痢症状が見られ、 48時間後に下痢発症率が最大
(81.3'"'-'100%) となった。 4 
‘ 
3、抗HRVIgY経口投与によるHRV性下痢症予防効果
HRV (MO株)経口投与の 1時間前に抗HRV(MO株)IgYを経口
投与した群は仔マウスの下痢を完全に予防し、下痢の発症はなかった。
一方、 Control IgY、および感染対照群の下痢発症率は、それぞれ、
93.3%および 100%であった (Table3-3)。
開刊
??
曹
;j 
? ?
?
?
言- 司 -- - 軍司申聖F
-ーーーー -ー
Table 1 3-1 Diarrhea in Mice Following Oral [nfection wi th Various Rotavirus 
Dose Diarrhea 
Serotype Strain (FC町/mouse) No.of mice 
No.of mice [ncidence of diarrhea， % 
a可 Wa 6.5 X 105 8 。 。
事』
3 MO 6 X 105 15 14 93.3 
3 SA-ll 6 X 106 25 25 10 
6 NCDV 106 9 。 。
6 NCDV 107 8 12.5 
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Table 3-2 Gastroenteritis in BALB/c Suckling Mice Caused by田VMO Strain 
Exp. Litter 
No. with diarrhea 
(hours after infection) Diarrhea 
(affected/total) 
[ncidence of 
diarrhea， % 
???? ?
??
? ?
?
?
??
??
???
??
?
???
??
???
??
???
??
??
???
??
87.5 
? ?
??
??
????
?
?
??
?
??
??
?
??
??
?
??
??
24/24 
?????
16/18 8. 9 2 
13/16 81. 3 3 
14/16 4 
Total 67/74 90. 5 6 13 74 10 40 
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Table 3-3 Protective Effect of Anti-HRV(MO)IgY against MO-induced Diarrhea 
Treatmenta) Litter No. of 
mlce 
No. with diarrhea 
(hours after infection) Diarrhea [ncidence of 
(affected/total) diarrhea， % 
Anti-MO [gY 
?
??
???
? ? ?
?
??
???
?
? ?
?
??
? ?
??
?
?
?
???
?
?
??
?
??
??????
? ?
?
??
???
? 。
?
??
??
?
?
??
?
? ?
??
? ? ?
??
?
?
?
??
??
????
?，?
?
?
0/15 。
Control [gY 14/15 93.3 
MEM 21/21 
a)One hour before being challenged with 106 FCFU of服VMO strain， 
5-day-old BALB/c suckling mice were orally inoculated with 50μ1 of [gY and 
MEM (Minimum essential medium). 
， 
ー• 遁h'，JiI貧
ー4、HRV'性下痢発症仔マウス小腸の病理組織変化
HRVの経口投与(1.8x 107 FCFU/mouse) で下痢を発症した仔マ
ウスの小腸組織切片は、級毛組織の空胞化が起こり、顕著な組織の変
性が観察された。一方、 HRVの投与 1時間前に抗 HRV(MO株)
IgYを経口投与 (225μg/mouse) して、下痢tが予防された仔マウス、
非感染対照の仔マウスの小腸切片では組織の変性がなかった (Fig.3-3)。
また、間接蛍光抗体法による仔マウス小腸切片の免疫組織観察では、
下痢発症マウスにおいて、級毛組織表皮細胞に強い蛍光が観察された
が、抗 HRV(MO株)IgYの経口投与により下痢が予防された仔マウ
スのそれでは、その様な蛍光はほとんど認められず、従って、 HRVが
同組織に局在しないと判断した (Fig.3-4)。
5、抗HRVIgYの経口投与量と下痢予防効果との関係
HRV (MO株)経口投与 1時間前に抗HRV(MO株)IgYを経口投
与した結果、仔マウス 1匹当たり 225，22.5μg IgYで下痢を完全に
予防することができた。 2.25，0.225μgの IgYの経口投与量では、下
痢発症率はそれぞれ18.0%，43%であった。また、感染対照群の下痢
発症率は89%であった (Fig.3-5)。一方、抗HRV(Wa株) IgYを経
口投与した場合、仔マウス 1匹当たり 250，54μg IgYで下痢予防の
効果がみられたが、それ以下の投与量では予防効果が全くなかった。
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第 3節、考察
ロタウイルスは乳幼児または幼若動物のある一時期に感染すること
が知られている。 Wolfらはマウスの日齢とマウスロタウイルス
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Fig.3-3 Histological Observation of Epithelial Cells of Small 
Intestine of Suckling Mice with or without Infection with HRV. 
A)Normal tissue，B)tissue infected by HRV，C)tissue whose mouse was 
admlIlistered orally with anti-HRV IgY . 
• 
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Fig. 3-4 Immunohistological Observation of Epitherial Cells of 
Small Intestine of Suckling Mice upon Infection with HRV 
A) HRV -infected tissue at 24 hr after oral administration of HRV MO strain. 
B)Tissue whose mouse was administered orally WIth arIII-HRV Igy before HRV 
infection. 
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Anti-HRV(MO)IgY Anti-HRV(Wa)IgY 
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Fig.3-5 Dose Dependence of Anti-HRV IgY against HRV(MO)ーinducedDia町hea.
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(EDIM株)経口感染の関係を詳細に調べ、その感染率は 3日齢以下の
マウスで 23%、4'"14日齢で 95%、15"'17日齢で 41%、一方、 34日
齢以上では感染は成立しなかったと報告している 60)。また、同様の
結果は Taltyらによっても報告され、マウスの感染局所には、おそら
くロタウイルスレセプターが存在し、そのレセプター数がマウスの日
齢により変化するのであろうと考察している 61 )。以上の知見に基づ
き、著者は、 5"'6日齢の仔マウスを感染動物として選定し、数種の動
物由来のロタウイルス(血清型 1，3， 6型)の経口投与における下痢発
症率を調べた。その結果、同じ血清型 3型であるサルロタウイルス
SA-11株、およびHRVMO株で感染による下痢症状が観察された
(Table 3-1)。仔マウスに対する SA-11株経口投与感染動物実験系は
過去に報告があるが、 HRVの経口投与による感染実験成功例は、著者
らの研究が初めてである。勿論、その感染の再現性も確認され (Table
3-2)、HRVMO株経口投与による仔マウス感染動物実験系を確立し
た。
HRV経口感染動物実験系を用い、 IgY経口投与によるHRV性下痢症
予防効果を調べたところ、抗HRVMO株 IgYの経口投与により、仔マ
ウスのHRVMO株による下痢を完全に予防できた。 ControlIgYの経
口投与では予防効果がなかった (Table3-3) 。また、抗HRV.MO株
IgY経口投与の仔マウスでは小腸級毛組織の変性が見られず (Fig.3-3)、
おそらく、感染局所においてHRVの感染抗原が、抗HRVMO株 IgY
の結合で隠され、結果としてHRVの小腸上皮細胞に対する付着が抑制
されたと考えられる。このことは、 HRVに対する蛍光抗体で下痢発症
仔マウス小腸の上皮細胞に蛍光が観察されたが、抗HRVMO株IgY経
口投与の仔マウスのそれではほとんど蛍光が観察されなかった事実か
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らも強く示唆された (Fig.3-4)。
現在まで、抗ロタウイルスIgY経口投与による経口受動免疫の有効性
については幾つかの報告がある。 Bartzら19 )および Yolkenら20 )は
マウスロタウイルスで、仔マウスに下痢を起こす感染動物実験系を用い、
サルロタウイルス SA-11株(血清型 3型)およびHRVWa株(血清型
1型)に対する特異的抗体(IgY) の経口投与で下痢が顕著に予防され
ることを示した。しかし、特異的抗体の経口投与量(抗体価)とロタ
ウイルス性下痢症予防効果との定量的関係については報告例がない。
著者らは、仔マウスのHRV性下痢症予防効果とIgY経口投与量(中和
抗体価)の関係を検討し (Fig.3-5)、HRVMO株の感染に対して投
与抗体が抗HRVMO株 IgYと抗HRVWa株 IgYの場合、 Invivoの感
染予防タイター (50%下痢予防率)と Invitroの中和抗体タイター
(50%感染阻害率)が良く一致することを明らかにした (Table3-4)。
この結果は、 HRV感染症の予防を目的とする経口受動免疫では、対応
するHRVに対して高力価中和抗体(IgY) の経口投与が有効であるこ
とを示唆する。
また、感染HRVと抗体の特異性が一致する場合、 22.5μgの IgYの
経口投与で、仔マウスのHRV性下痢を完全に予防することができた(Fig.
3-5)。経口感染実験に用いた仔マウスの体重は約 5gであり、これを乳
幼児に換算すると、体重約 5Kgの乳幼児には、 HRV感染症の予防に
約 22.5mgの同 IgYが必要となる。 HRV免疫産卵鶏のたまご 1個から
は約 100mgの IgYが分離できることから、 IgYはその生産性からも
HRV感染症予防受動免疫に有益な抗体であると結論する。
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Table 3-4 Protection with Anti-HRV(MO)IgY against MO-induced Diarrhea in Suckling Mice 
MO Wa 
???
?
? ?????
?
??
??
?
?
???
?? ?
?
??
?
?
?
???
???
???
?、
? ?
???
???
? ?
?
?
????? ?
??
IgY 
Concentration 
(mg/ml) 
Neutralizationa) titer against 
c:n 
c;j 
Anti -MO IgY 
Anti -Wa IgY 
Control IgY 
4.5 
5.0 
9.8 
10，00 
150 
< 10 
13，00 
90，00 
<10 
1，00 
5 
< 1 
a) Titers were expressed as the reciprocal of IgY dilution showing a 50~ reduc-
tion in FC町/avisual field. 
b) The reciprocal of IgY dilution at which 50~ of suckling mice were protected 
against challenge with 106 FUFU of MO virus. 
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本章研究の要約
1、仔マウス (5"'6日齢)に対し血清型 3型のHRVMO株を経口
投与し、 24"'48時間後に下痢を発症させることに成功した。仔マウス
の下痢発症率には再現性があり、本章の研究により初めて HRV経口
感染動物実験系を確立した。
2、HRV経口感染動物実験系において、抗HRV(MO株) IgYを感
染の 1時間前に経口投与し、仔マウスのHRV性下痢症を予防すること
に成功した。また、下痢が予防された仔マウスの小腸組織には間接蛍
光抗体法で投与 HRVの付着像がみられなかった。したがって、抗
HRV (MO株)IgYの経口投与によるHRV性下痢症予防効果は、感染
局所に対するHRVの付着抑制であることが強く示唆された。
3、HRV性下痢症の予防には経口投与に用いるIgYの特異的ウイル
ス中和抗体活性が重要であることを示した。本章の研究に用いた IgY
では、 MO株に対する場合、仔マウス当たり 22.5μgの IgY経口投与で
仔マウスのHRV性下痢を完全に予防することができた。それ以下の量
のIgY経口投与では下痢の予防効果は減少し、 0.225μgの投与量では
下痢発症率が約 50%となった。
量
市F
1、
.， 
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第 4章 抗 HRVIgYの消化酵素による被分解性とその経口投与
によるHRV感染症の予防および治療効果
感染動物実験で抗ロタウイルス IgYの経口投与がロタウイルス感染
症を予防する事実を著者を合め数人の研究者が報告している 19-21)。
しかし、抗ロタウイルス IgY経口投与後の消化管内における抗体活性
持続時間やロタウイルス感染症を効果的に予防あるいは治療する IgY
経口投与のタイミング等の詳細な研究については、現在のところ全く
なされていない。
本章では、まず、抗HRVIgYの消化酵素(ペプシン、 トリプシン、
キモトリプシン)による被分解性を試験管内テストで調べ、次いで、
経口投与した IgYの動物消化管内における抗体活性や IgY経口投与タ
イミングと HRV感染症抑制効果の関係を調べた。
第 1節 実験材料および方法
1、実験材料
前章で使用した HRVMO株(血清型 3型)および MA104細胞(ア
フリカ赤毛猿の腎臓由来)用いた。その培養、分離法および感染活性
の測定は第 2章、第 1節の 2に記載の方法で行った。抗 HRV(MO 
株)IgYは第 2章で調製したものを用いた。妊娠マウス (BALB/c) は
静岡実験動物共同組合より購入した。ペプシン(豚の胃粘膜由来、 2団
結晶化、 3，700units/mg蛋白)、トリプシン(牛勝臓由来、 2団結晶
化、 7，710BAEE units/mg蛋白)、 αーキモトリプシン(牛勝臓由来、
3団結品化、 54units/mg蛋白)はいずれも Sigma社 (U.S.A.) より購
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入した。その他の試薬は全て試薬特級を用いた。
2、IgYの蛋白質分解酵素による処理
( 1 )ペプシンによる処理; ペプシンは 0.07M 酢酸ナトリウム緩
衝液 (pH2.0，および pH4.0、1N HClで pH調整)に 5mg/ mlの濃
度となるように溶解後、ただちに抗 HRV(MO株) IgYの水溶液
(10mg/ml脱イオン水)と混合し、 pH2.0または pH4.0に 1N HCl 
で調整した。それぞれのIgYとペプシンの混合液(酵素/基質比
= 1/200)を3rcで 0"-'4時間インキュベートし、その問、経時的に
0.45 mlの試料をとり、 pH2.0の試料に対しては 5%炭酸二ナトリウ
ム水溶液 0.05mlを、また pH4.0の試料に対しては 1% 炭酸二ナトリ
ウム水溶液 0.05mlを加えて pHを中性に戻し、ペプシンの作用を停
止させた。
( 2 ) トリプシンおよびキモトリプシンによる処理: 抗HRV(MO 
株)IgYを 50mMのトリス緩衝液 (10mM CaC12合む、 pH8.0) に
2 mg/mlの濃度となるように溶解した。 トリプシンまたはキモトリプ
シンを 2mg/mlの濃度となるように上記トリス緩衝液に溶解した後、
ただちに、 IgY溶液と混合(酵素/基質比=1/20) した。それぞれの
混合液を3rcで 0"-'4時間インキュベートし、経時的に 0.45mlの試料
をとり、 0.05mlのphenylmethyl s u日onylfluoride溶液 (40mM in 
isopropanol)を添加して酵素を失活させた。
( 3 )残存抗体活性の測定および、SDS-PAGE: それぞれの酵素でイ
ンキュベートした後、残存する抗体活性は中和抗体価で測定(第 2章、
第 1節の 5に記載の方法)した。また、試料中のIgY酵素分解フラグ
メントはポリアクリノレアミド濃度 8-20%のスラブタイプゲル (Dai-
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ichi Pure Chemical社製)を用い、 Laemmliらの方法 40 )に従い
SDS-PAGEにより調べた。
3、仔マウス腸管内における抗 HRVIgY抗体活性の測定
1群、 4匹の仔マウス(生後 6日齢)に対して生理的リン酸緩衝液
(PBS: 10 mM phosphate， 0.15 M NaCl， pH 7.2) に溶解した抗HRV
(MO株)IgYをマウス当たり 50μ1(225μg/ml)経口投与した。経
口投与後、経時的に仔マウスを開腹し、それぞれの腸管全体を摘出し、
それを氷冷 PBS2 mlと1，1，2-trichloro-1，2，2-trifluoroethane2 mlの
混合液に入れ、ホモジナイズした後、 10，000x g， 10分間の遠心分離操
作で上清液を回収した。上清液はメンブレンフィルター(ポアーサイ
ズ 0.45μm) で鴻過した後、 PBSで10倍系列希釈液を調製した。各
希釈液中の抗HRV(MO株)IgY抗体活性を ELISAエンドポイント
法で測定した。なお、抗HRV(MO株) IgYの抗体活性は、 ELISAで
405 nmの発色が 0.2以上となる試料の最大希釈倍率の逆数で示した。
4、仔マウス消化管内における経口投与色素の移動
1群、 4匹の仔マウス(生後 6日齢)の各個体に対してPBSに溶解し
た 0.1% Trypan blueを 100μl経口投与した後、経時的に仔マウスを
開腹し、消化管全体を摘出した。消化管は胃、腸管上半部、および腸
管下半部に分け、各部位ごとに色素の強さを目視観察した。
5、HRV感染の予防および治療のためのIgYの経口投与時期の検討
HRV感染動物実験系は第 3章に記載の方法を用いた。生後 6日齢の
仔マウス (8"'-'16匹/群)に対して、 HRV(MO株)を経口投与し感
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染させた (1.8"-'3.5 X 107 FCFU in 50μ1 PBS/mouse) 。抗HRV
(MO株)IgYの経口投与は HRV経口感染の 1"-'24時間前(感染予防
効果)、または 1-24時間後(感染治療効果)に行った(225μg IgY 
in 50μ1 PBS/mouse)。なお、感染対照の仔マウスには IgY溶液の
代わりにPBSを 50μi経口投与した。 HRV経口感染 48時間後に仔マ
ウスの下痢症状を観察して下痢発症率を算出した。
第 2節実験の結果
1、IgYのペプシンによる被分解性
抗HRVIgYの中和抗体活性は pH2.0でのペプシン消化で完全に失
活した。しかし、 pH4.0では 1時間後で 91%、また 4時間後でも
63%の中和抗体活性が残存した (Table4-1)。なお、第 2章の結果か
ら、 IgYは(ペプシン非存在下)、 pH4.0、4時間のインキュベーショ
ンで 88%の活性が残存したことから、同酸性条件でのIgYに対するペ
プシンの作用はそれほど強力なものでないことが示された。
ペプシンとインキュベートした IgYをSDS司 PAGEで解析した結果、
IgYは pH2.0で完全に低分子ベプタイドに分解され、ポリアクリルア
ミド 4"-'20%Oinear-gradien t) 濃度のスラブタイプゲル中に IgY分
解フラグメントが認められなかった。一方、 pH4.0では 4時間のイン
キュベートでも IgYの H鎖と L鎖がはっきりと残存し、 IgYの分解フ
ラグメントは僅かしか認められなかった (Fig.4-1)。
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Table 4-1 Changes in Neutralization Ti ter (Activi ty) ofAnti-HRV(MO) IgY during 
Incubation (370C) with Pepsina) 
pH 2. 0 pH 4. 0 
Incubation 
period. h Ti ter Ti ter Remining activi ty. % Remining activity. % 
。 3， 2 0 0 ??? ???? 3， 2 0 0 ??????? ?
2， 9 0 0 9 1 < 1 0 。
2 2， 3 0 0 7 2 < 1 0 。
4 2， 000 6 3 < 1 0 。
a) Enzyr配:anti-HRV(MO)IgY by weight =1 : 20
??
??
，???
??，? ?
嘩‘ ~， !，i 1. r Ii''_曲 U4F4b
一一一、
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Fig.4-1 SDS-PAGE Profiles of Anti-HRV (MO) IgY 
Incubated with Pepsin at pH2.0 and 4.0. 
H and L indicates hcavy and light chains of IgY， respectiveIy. 
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2、IgYのトリプシンおよびキモトリプシンによる被分解性
トリプシンおよびキモトリプシンとそれぞれインキュベー卜した場
合の抗HRVIgY中和抗体活性の変化はほとんど同じで、 8時間のイン
キュベーションでも、それぞれ 39%、41%の中和抗体活性が残存した
(Table 4-2)。しかし、それぞれの酵素でインキュベートした後の
IgYをSDS-PAGEで解析したところ、両者の聞にはかなりの差異が見
られた。すなわち、 トリプシン消化では時間とともに、 IgYの H鎖が
消失し、 H鎖と L鎖の聞にいくつかのIgY分解フラグメントが現れた。
それに対し、キモトリプシン消化では 8時間後でもIgYの H鎖と L鎖
にほとんど変化がなく、わずかに H鎖および L鎖、それぞれの低分子
側にIgY分解フラグメントが確認された (Fig.4-2)。これは両プロテイ
アーゼの特異性の差によるものと考えられた。
3、経口投与 IgYの仔マウス腸管内における抗体活性
仔マウスに対し、抗HRVIgYを経口投与した後、経時的に仔マウス
を解剖し、腸管内の抗体活性をELISAend poin t法で測定した。経口
投与直後(3 "'-5分以内 :Ohと表示、 Fig.4-3)および1時間後の抗体
活性は106倍であった。しかし、 2時間後の抗体活性は 105倍となり、
それ以後は急速に低下し、 8時間後には 103倍、 24時間後には 102倍
となった (Fig.4-3)。
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4、経口投与色素の仔マウス消化管内における移動
仔マウスに色素を経口投与した直後(3'-'-' 5分以内:0 hと表示、
Table 4-3) と投与 1時間後には、胃と腸管上半部に多くの色素が観察
された。投与後、時間の経過に伴い、色素が消化管内を下降していく
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Table 4-2 Changes in Neutralization Titer (Activity) ofAnti-HRV(MO) IgY during 
Incubation (370C) with Trypsin6l or Chymotrypsin6l 
Incubation 
period， h 
Trypsin 
Remaining act i vi ty， % Ti ter 
Chymotrypsin 
Remaining activi ty， % Ti ter 
。 5， 6 0 0 ???????100 5， 6 0 0 
4， 500 4， 000 7 1 8 0 
4 3， 7 0 0 5 4 6 6 3， 0 0 0 
8 2， 2 0 0 3 9 2， 3 0 0 4 1 
6l Enzyr配:anti-田V(MO)IgYby weight =1 : 20 
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Fig.4-2 SDS-PAGE Profiles of Anti-HRV (MO) IgY 
Incubated with Trypsin (A) and Chymotrypsin (B). 
H and L indicates heavy and light chains of IgY， rcspectively. 
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のが観察されたが、 24時間後にはほとんど認められず、色素は排出さ
れたとみなされた。腸管上半部では 1，2時間後に、腸管下半部では 4，
8時間後に、比較的多量の色素が認められた (Table4-3)。
5、IgY経口投与の時期とHRV感染予防効果との関係
HRV感染 (3.5x 107 FCFU/mouse) の 1時間前に IgYを経口投与
(225μg/mouse) した群は、全く下痢症状を起こさなかった(下痢発
症率o%)。 これに対し、 HRV感染の 3，9および 24時間前にIgYを
投与した群の下痢発症率は、それぞれ 27.3%，41.7%および 93.3%で
あった。なお、感染対照群の下痢発症率は 83.3%であった (Fig.4-4)。
6、IgY経口投与の時期とHRV感染治療効果との関係
HRV感染対照群は仔マウスの総てが下痢をおこした(下痢発症率
100%)。一方、 HRV感染 (3.0x 107 FCFU /mouse) のし 3，10お
よび 24時間後にIgYを経口投与 (225μg/mouse) した群の下痢発症
率は、それぞれ 37.5%，45.5%，41.2%および 70.0%であった (Fig.
4-5) 
第 3節考察 明
IgY抗体活性の消化酵素に対する安定性について、清水らは 62)抗大
腸菌IgYの消化酵素に対する安定性を競合 ELISA法で調べ、同抗体活
性はトリプシンやキモトリプシンに対して極めて安定であるが、ペプ
シンに対しては、 pH4.5以下の条件下では不安定であること示した。
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Table 4-3 Intensi tya) in Digestive Tract of Dye Orally Administered to Suckling Mice 
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Administered to Suckling Mice after lnoculation of HRV. 
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一般的に蛋白質に対する消化酵素の作用は酵素/基質比に大きく影響
される。本章研究で、抗HRVIgYのペプシンによる影響 (pH4.0) を
清水らと同じ条件(酵素/基質比=1/20、3rc、4時間)で検討した
結果、やはり IgYの中和抗体活性は完全に失活した。しかし、酵素/
基質比=1/200の場合、 pH2.0では IgYの中和抗体活性が完全に失活
したが、 pH4.0 (3rC、4時間)の条件では、 IgY抗体活性の 63%が
残存した。
中井 63 )は生後 5カ月以下の乳幼児では、授乳後 2"-'3時間までの胃
液 pHは 4"-'5であると測定している。第 2章の結果より、抗HRVIgY 
の中和抗体活性は pH4.0，4時間の処理でそれほど失活しなかった。し
たがって、授乳期の乳幼児に対するIgYの経口投与では、その抗体活
性はおそらく胃内の pHよりはむしろ酵素/基質比(ペプシン量/総
蛋白質量)に影響されるであろう。 一般に乳幼児は授乳頻度が多く、
授乳と同時に IgYを経口投与すれば、胃内の酵素/基質比が充分小さ
くなる可能性が高い。したがって、乳幼児に対するIgYの経口投与は
授乳に併用して行い、胃内における酵素/基質比をできるだけ小さく
することが、ペプシンによる抗体活性の失活を防ぐために重要である。
トリプシンとキモトリプシンの作用は、いずれの酵素によっても
IgYの抗体活性を完全に消失せず、 8時間のインキュベート後でも、抗
体活性の約 50%が残存した (Table4-2)。両酵素とのインキュベー
ションで、抗体活性の経時変化は酷似していたが、 IgYの分解産物は
SDS-PAGE分析で全く異なった。すなわち、 トリプシンではIgYの H
鎖が消失するのに対し、キモトリプシンでは、それは消失しなかった
(Fig. 4-2)。同様の現象は清水ら 62) による、抗大腸菌 IgYのトリプ
シンおよびキモトリプシンに対する挙動として報告がある。したがっ
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て、 トリプシンとキモトリプシンは、いずれも IgYの抗原認識部位に
対する分解作用が弱く、むしろ、それぞれの酵素の IgYH鎖に対する
作用点が異なり、その分解性の差異が生じたものと考えられる。抗
HRV IgYを経口投与した仔マウスについて、それらの腸管内における
抗体活性の経時変化を調べた。腸管ホモジネートはMA104細胞に対し
て毒性を示したため、 IgY抗体の中和抗体活性は測定できなかった。
したがって、仔マウス腸管内の抗体活性を ELISAエンドポイント法で
評価した。その結果、 IgY投与直後は勿論、投与 1時間後においても
大なる活性を有することが判明した (Fig.4-3)。色素を経口投与した
場合にも、同様に、投与直後と投与 1時間後で仔マウス腸管上半部の
色素強度が強く観察された (Table4-3)。また、 HRV経口感染によ
る仔マウスの下痢は、感染の 1時間前に抗HRVIgYを経口投与すると、
完全に予防することが可能であった (Fig.4-4)。これらの結果から、
経口投与 IgYは投与直後 (3"-'5分後)に仔マウス腸管上半部(ロタウ
イルス感染局所)まで移動し、その抗体活性は投与 1時間後までは、
ほとんど失活することなく有効であった。
試験管内テストにおいて、 IgYに対するトリプシン、キモトリプシン
の作用は、 8時間のインキュベーションでも約 50%の抗体活性が残存
した (Table4-2)。しかし、経口投与 IgYの仔マウス腸管内における
抗体活性は、投与 2時間後から急激に低下し、投与 2，8， 24時間後
の抗体活性はそれぞれ投与直後の 10-1910ーヘ 10-4 となった (Fig.
4-3)。仔マウスの消化管内において、経口投与色素が比較的速く腸管
下半部へ移動する事実 (Table4-3)から、仔マウスの腸管内における
経口投与 IgY抗体の活性の急激な低下は、必ずしも、消化酵素作用に
よる分解が主要な原因ではなく、おそらく腸管内での滞留時聞が比較
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的短いために、活性を保持したまま、抗体が排池されたのではないか
と考えられた。
IgY経口投与によるHRV感染性下痢症の予防効果は、 HRV感染の
1時間前の投与で完全に予防できたが、 3時間前および 9時間前の投
与では、下痢発症率は、それぞれ 27.3%，41.7%、24時間前投与では
予防効果は全くなくなった。これらの場合、 HRV感染時の仔マウス腸
管内の抗体活性は、上述の結果 (Fig.4-3)から推定すると、感染直後、
感染 1，3， 9， 24時間前のIgY経口投与 (225μgIgY/mouse)群で、
それぞれ、 1，10ーに 10ーヘ 10-4であると推定される。この感染局所
における抗体活性の経時的低下(推定値) とHRV感染性下痢症予防効
果との関係は、第 3章の IgY経口投与量 (HRV感染 1時間前の投与)
と下痢発生予防効果との関係と比較的良く一致した。すなわち、 HRV
経口感染動物実験系の結果から、感染予防には感染局所のウイルス付
着を抑制するのに充分な特異的抗体の存在が重要である。この観点か
ら、 HRV感染症予防の実際化には、 IgY経口投与の時期と、その投
与間隔を考慮することが大切である。
本章研究で、 HRV経口投与後であっても抗HRVIgYを経口投与すれ
ば、ウイルス性下痢症の発症頻度を軽減できることが明らかになった
(Fig.4-5) 0 IgY経口投与によるロタウイルス感染症の治療効果が示
唆されわけであるが、現在まで、この点に関する報告はほとんどなく、
ただ、児玉ら 6 4)により、仔豚を用いた大腸菌感染実験で抗大腸菌
IgYの経口投与による下痢症治療効果の報告があるだけである。今後、
IgY経口投与による感染性下痢症の治療効果については、さらに詳細
に検討する必要があるが、現在、ウイルス性感染症に対する治療薬は
ほとんどなく、その点、本章研究の結果は意義深いと云える。
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海老名ら 65 )は抗HRV抗体(牛乳由来抗体)を乳幼児に継続的に経
口投与し、冬季におけるHRV感染性下痢症の予防に成功した。この事
実および本章研究の抗HRVIgYの経口受動免疫効果の事実より、抗
HRV抗体が鶏卵卵黄由来の IgYであっても、それを充分量経口投与す
れば、ウイルス感染局所における HRVの付着感染を抑制できると示
唆された。今後、腸管内で IgYの抗体活性を持続させる経口投与方法
(Igyの剤形、投与量、投与間隔等)をさらに工夫すれば、乳幼児ロ
タウイルス感染症の予防に IgYによる経口受動免疫が実際的に応用で
きると思われる。
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本章研究の要約
1、試験管内テストで抗 HRVIgYの消化酵素に対する被分解性を調
べた結果、 IgYの中和抗体活性はトリプシン、キモトリプシン消化に
対してはかなり安定であったが、 pH2.0でのペプシン消化で完全に失
活した。しかし、 pH4.0でのペプシン消化(酵素/基質比=1/200、
4時間)ではIgY活性の約 50%が残存した。
2、IgY経口投与後の仔マウス腸管内における抗体活性は投与後 1
時間まで安定であったが、その後、急激に減少した。仔マウス腸管内
で、経口投与した色素が非常に速く移動することから、腸管内におけ
るIgY活 J性の急激な低下は、おそらく、消化酵素による失活が主要な
原因ではなく、腸管内からのすみやかな排准によるものと思われた。
3、HRV経口投与による仔マウスの下痢は、感染 1時間前の IgY経
口投与により完全に予防できた。しかし、その下痢予防効果は IgY投
与後、 HRV感染までの時聞が長くなるに伴って減少した。また、
HRV感染後 24時間までにIgYを経口投与した仔マウスではあきらかに
下痢の発症率が低下し、 IgYの経口投与によるHRV性下痢症の治療効
果が示された。
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本論文研究の総括
本論文は、鶏が血液抗体を卵黄に移行して大量に蓄積することに着目し、
卵黄からのヒトロタウイルス(HRV)特異的鶏卵抗体(IgY)の調製法と、そ
の蛋白化学的・免疫化学的性質の解明、およびその経口投与によるHRV感
染抑制(経口受動免疫)について行った基礎および応用研究である。
鶏は獲得した免疫を子孫に伝えるため血液抗体を卵黄に移行し、大
量に蓄積する。鶏卵のふ化後、卵黄の抗体は雛の血液中に見いだされ、
その初期感染防御に役だっ。卵黄の抗体は IgGクラスの抗体であるが、
卵黄由来の抗体と云うことで、特に、 IgYCImmunoglobulin Yolk) 
と呼ばれる。産卵鶏を免疫動物として用いれば、様々な抗原に対する
特異的抗体を食品の鶏卵卵黄中に産生することが可能で、その利用は
従来の免疫研究用試薬や臨床検査薬に用いられている血清抗体の代替
として利用できるのみならず、その新しい利用法として、病原体の付
着感染を抑制するための経口投与用特異的抗体として注目されている。
HRVは乳幼児ウイルス性下痢症の主要な原因ウイルスである。 HRV
は経口感染し、十二指腸上皮細胞に特異的に定着し増殖して、曜日土を
伴う激しい下痢を起こす。現在、開発途上国では年間数百万人にのぼる乳
幼児がHRV感染による下痢症で死亡し、また、我国でも年間約 10万人の乳
幼児がHRV下痢症に擢患している。 HRV感染の予防法は、その感染が腸管
内の付着感染であること、感染対象が免疫力の未熟な乳幼児であることから、
ワクチネーション(能動免疫)の効果がなく、それに代わり、抗日RV抗体
を経口投与し、腸管内におけるHRVの付着感染を抑制する方法(経口受動
免疫)が期待されている。一般的に、経口受動免疫の実用化には大量の
特異的抗体が必要である。著者は、これに対応するためには産卵鶏を
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免疫動物として利用し、その鶏卵より大量の抗HRVIgYを調製し供給
する以外にないと考え、本論文研究を行った。
第 1章では経口投与に適するIgYの実用的な精製方法を検討した。鶏
卵卵黄は水溶性蛋白質とリポ蛋白質とのエマルジョンであるため、そ
こから水溶性蛋白質の IgYを効率良く分離精製することはこれまで困
難であった。著者は、従来食品用増粘剤として広く用いられているカ
ラゲナン(天然多糖類)が強力な卵黄リポ蛋白質凝集作用を有するこ
とを見いだした。そこで、この事実を利用し、卵黄液にカラゲナン水
溶液を加えて生じるリポ蛋白質凝集体を遠心分離で除去し、その上清
からIgYを効率よく精製する方法を確立した。本精製法では、卵黄か
ら98%純度の IgYが出発原料の73%の収率で分離できた。この純度
および収率は従来の精製法では成しえられず、加えて、、本精製法はリ
ポ蛋白質の凝集に安価な食品用増粘剤を用い、リポ蛋白質凝集体が低
速の遠心分離で分別できる利点を利用し、経口投与の実用化に必要な
IgYの大量精製が可能であることを明らかにした。
第 2章では HRVを抗原として産卵鶏および家兎をそれぞれ免疫し、
HRVに対する特異的抗体の生産性、蛋白化学的・免疫化学的性質、お
よび熱や pHに対する安定性等をIgYと家兎血清抗体(IgG) について
比較検討した。免疫産卵鶏 1羽が 1年聞に産生する鶏卵の卵黄より約
40 gの抗 HRVIgYが得られ、この抗体量は免疫家兎 30頭の血清抗
体(IgG)量に相当した。抗HRVIgYの抗体活性は高温加熱処理(700C
以上)や強酸性条件(pH2、3)で家兎 IgGより若干安定性は劣るが、鶏
卵卵黄液の低温殺菌条件 (600C、3.5分)で失活は認められなかった。
また、 IgYの分子量(約180KD)はIgG(約150KD)より大であること、
IgYの等電点 (pI6.0)は IgG(pI 6.75)のものより低いこと、示差走査
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熱量分析法で IgYの熱変性温度は 73.90C、 IgGは 77.0oCであること、
pH3.5以下で IgYは IgGに比較して高次構造の変化に由来するトリプ
トファンの蛍光極大波長のシフトが顕著であることを初めて明らかに
した。鶏卵から抗 HRVIgYを得る方法は採血操作の必要がなく、鶏
は大量飼育が可能で、しかも抗体の産生能も優れているので、量的に
使用量の多い経口投与用の抗 HRV抗体の生産に有利であることを明
らかにした。
第 3章では生後 5"-'6日齢の仔マウスにHRVを経口投与し下痢を起こ
す新規なHRV経口感染動物実験系を確立した。そして、この手法によ
り抗HRVIgYの経口投与でHRV性下痢症を予防できることを明らか
にし、この予防効果は感染局所におけるHRVの付着抑制であることを
免疫組織学的に証明した。次いで、抗 HRVIgY経口投与量と HRV性
下痢症予防効果を調ベ、予防効果は、経口投与するIgYの特異的ウイ
ルス中和抗体活性に依存することを明らかにした。すなわち、仔マウ
ス 1頭あたり、 IgY22.5μgの経口投与で HRV性下痢症を完全に予防
したが、それ以下の投与量では予防の効果は減少し、予防効果は明ら
かにIgYの中和抗体価と相関した。この結果は、 HRV感染症の予防を
目的とする経口受動免疫では、対応するHRVに対して高い中和抗体力
価のIgYの経口投与が有効であることを示唆する。
第 4章では蛋自分解酵素に対する抗HRVIgYの被分解性、 IgY経口
投与後の仔マウス消化管内における抗体活性の持続性を調べ、抗HRV
IgY経口投与時期と HRV感染症の予防および治療を目的とした経口受
動免疫方法の基礎事実を明らかにした。抗 HRVIgYの中和抗体活性
はトリプシン、キモトリプシンの作用に対しでかなり安定であった。
ペプシンの作用に対しては pH2.0の条件で完全に失活した。しかし、
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乳幼児の胃内を想定した条件 (pH4.0， 4時間)におけるペプシンの作
用では抗体活性の約 50%が残存することを明らかにした。また、
HRV経口投与による仔マウスの下痢は、感染 1時間前の IgY経口投与
により完全に予防できたが、 IgY投与後、 HRV感染までの時間が長く
なるにしたがって下痢予防効果は減少した。これは、仔マウス腸管内
におけるIgYの抗体活性は IgY投与後 1時間まで安定であること、 し
がし、その後、活性は急激に減少する結果と良く一致した。なお、経
口投与した色素が、かなり速やかに仔マウス消化管内を通過する事実
から、経口投与したIgYの腸管内における経時的活性の低下、および
それに伴う下痢予防効果の低下は、 IgYの消化酵素による失活のみが
原因ではなく、抗体が腸管内をすみやかに移動するためと推測した。
以上のように、本論文研究では抗HRVIgYについて、その生産性、蛋白化
学的・免疫化学的性質の究明、ならびに経口投与によるHRV感染症抑制効果
などの新しい事実を明らかにした。今後、抗HRVIgYを乳幼児ヘ経口投
与し、 .HRV感染症を予防する方法(経口受動免疫)を実用化するため
• 
には、さらに、 IgYのアレルギー性や製剤化法等の検討が必要となる 恒
が、本論文研究がHRV感染症予防を目的とするIgYの経口受動免疫の実用化
の基礎に寄与するものと確信する。
• 
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本論文は、鶏が血液抗体を卵黄に移行して大量に蓄積することに着
目し、卵黄からのヒトロタウイルス(HRV)特異的鶏卵抗体 (IgY) の
調製法と、その蛋白化学的・免疫化学的性質の解明、および経口投与
によるHRV感染症の抑制(経口受動免疫)について行った基礎および
応用研究である。
現在、開発途上国では年間数百万人にのぼる乳幼児が HRV感染によ
E 
る下痢症で死亡し、また、我国でも年間約 10万人の乳幼児が HRV下 F 
痢症に躍患している。 HRV感染の予防法は、その感染が腸管内の付着
感染であること、感染対象が免疫力の未熟な乳幼児であることから、
抗HRV抗体を経口投与し、腸管内におけるHRVの付着感染を抑制す
る方法(経口受動免疫)が期待されている。
著者は、まず免疫産卵鶏 1羽が 1年聞に約 40gの抗HRVIgYを生
産し、この量は免疫家兎 30頭の血清から得られる抗体(IgG)量に相
当することを明らかにするとともに、 A-カラゲナンが強力な卵黄リポ
蛋白質凝集活性を有することを見いだし、これを利用して卵黄の水溶
性蛋白質である IgYを高収率 (80%)かつ高純度 (98%)に精製する新規
で大量調製が可能な方法を確立した。
次いで、抗HRVIgYと抗HRV家兎IgGの蛋白および免疫化学的性質
を比較検討し、 IgYの分子量(約180KD)はIgG(約150KD)より大であ
ること、 IgYの等電点 (pI6.0)は IgG(pI 6.75)のものより低いこと、
IgYの抗体活性は IgGのそれと比較し熱や酸で失活しやすいこと、示
差走査熱量分析法で IgYの熱変性温度は 73.90C、 IgGは 77.00Cであ
ること、また、 pH3.5以下で IgYは IgGに比較して高次構造の変化に
由来するトリプトファンの蛍光極大波長のシフトが顕著であることを
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初めて明らかにした。また、抗 HRVIgYの蛋自分解酵素に対する被
分解性を調べ、 IgYはトリプシン、キモトリプシンの作用に対して比
較的安定であること、ペプシンの作用に対しては pH2.0の条件で完全
に失活するが、乳幼児の胃内を想定した条件 (pH4.0， 4時間)では、
抗体活性の約 50%が残存することを明らかにした。
上述の IgYの諸性質を念頭におき、仔マウスにHRVを経口投与し下
痢を起こす新規な感染動物実験系を開発し、この手法により、抗HRV
IgYの経口投与 (22.5μg/mouse)でHRV性下痢症を完全に予防できる
ことを明らかにし、この予防効果は感染局所におけるHRVの付着の抑
制であることを免疫組織学的に証明した。また、腸管内での IgY活性
持続時間、 IgYの経口投与時期と HRV性下痢症の予防効果との相関等
を検討した結果、 IgY経口投与後の腸管内の抗体活性は投与 1時間後 岨
まで安定で、その後急激に減少するが、この活性の急激な低下は仔マ
ウスに経口投与した色素が極めて速やかに移動通過する事から、 IgY
が腸管を速やかに通過し体外に排世されるためと推測した。また、仔
マウスのHRV性下痢は、 HRV感染の 1時間前の IgY経口投与により
完全に予防されたが、 IgY経口投与と、その後のHRV感染までの時間
経過に伴い、その感染予防効果は減少した。以上の結果より、 HRV感
染予防には感染局所でウイルスの付着を抑制するのに充分量の特異的
抗体の存在が必要であることを明らかにした。
以上のように、本論文研究は抗HRVIgYについて、その生産性、蛋
白化学的・免疫化学的性質の究明、ならびに経口投与によるHRV感染
症抑制効果などの新しい事実を明らかにし、 HRV感染症予防を目的と
するIgYの経口受動免疫の実用化の基礎に有益な知見を与えるもので
ある。
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